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ВВЕДЕНИЕ 

Актуальность темы исследования и степень её разработанности. 

Рак молочной железы (РМЖ) является ведущей злокачественной 

патологией у женского населения в Российской Федерации и во всём мире. По 

данным за 2018 год число впервые выявленных случаев в РФ составило 70682 или 

20,9% от всех злокачественных новообразований среди женщин. В структуре 

заболеваемости лиц молодого возраста - до 29 лет на РМЖ приходится 7,0%, в 

возрастной группе женщин от 30 до 59 - 27,2%, в возрастной группе женщин 

пожилого возраста от 60 и более - 18,1% (Каприн А.Д. и др., 2019). 

Доброкачественные заболевания молочных желёз широко распространены 

среди женского населения. Известно, что максимальная заболеваемость ими 

регистрируется в возрасте от 40 до 44 лет и снижается к 65 годам (Orr B. et al., 

2016; Verdial F.C. et al., 2017; Stachs A. et al., 2019). Было обнаружено, что риск 

развития РМЖ у пациентов, имеющих в анамнезе доброкачественное 

заболевание, повышается на 30%, а среднее время от первоначального диагноза 

до возникновения РМЖ составило 17,7 года (Zeinomar N. et al., 2019). 

Доброкачественные заболевания можно разделить на непролиферативные, 

пролиферативные без атипии и пролиферативные с атипией, с частотой 

встречаемости 55%, 35% и 10%, соответственно (Visscher D.W. et al., 2017). 

Фиброаденомы обычно не рассматриваются как фактор риска развития 

карциномы (Shaik A.N. et al., 2018). Однако примерно в половине случаев 

фиброаденомы сопровождаются пролиферативными изменениями 

(склерозирующим аденозом, кальцификатами и кистами) наличие которых 

увеличивает риск развития РМЖ в 1,58 раза по сравнению с женщинами с не 

пролиферативными заболеваниями (Aydin O.U. et al., 2015; Saadallah F. et al., 

2019). Также известно, что наличие в анамнезе пролиферативного заболевания с 

атипией увеличивает риск развития РМЖ до 3,5 (Salamat F. et al., 2018). 

Летальность, связанная с РМЖ, обусловлена возникновением метастазов. 

Одним из центральных процессов, наделяющих опухолевые клетки способностью 

к миграции, является эпителиально-мезенхимальный переход (ЭМП), 
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индукторами которого является ряд медиаторов воспаления, включая цитокины 

(Lambert A.W.et al., 2017).   

Раковые клетки взаимодействуют с организмом главным образом 

посредством низкомолекулярных белков, играющих роль в межклеточной 

коммуникации, в том числе цитокинов и используют их для формирования 

микроокружения опухоли, её роста, прогрессии и метастазирования (Sarode P. et 

al., 2020). Название цитокинов основано на их функциях, клетках продуцентах и 

клетках мишенях, к ним относят: лимфокины, которые вырабатываются 

лимфоцитами; интерлейкины (IL), мишенями которых являются главным образом 

лейкоциты (нейтрофилы, эозинофилы, базофилы, лимфоциты и моноциты); 

интерфероны, вырабатываемые также многими типами клеток и препятствующие 

развитию вирусных инфекций; колониестимулирующие факторы, 

поддерживающие рост клеток и хемокины, опосредующие хемотаксис между 

клетками. В дополнение к ним существуют адипокины, секретируемые жировой 

тканью, такие как лептин, фактор некроза опухоли - альфа (TNF-α) и адипонектин 

(King J. et al., 2017). Иммунные и стромальные клетки, к которым относят 

фибробласты и эндотелиальные клетки, синтезируют цитокины и регулируют 

через них ряд процессов - пролиферацию, дифференцировку, активацию 

иммунных клеток, миграцию клеток и их гибель (Eiro N. et al., 2019). Многие 

цитокины являются плейотропными и оказывают как про-опухолевые, так и 

противоопухолевые эффекты, усиливая или подавляя локальный иммунный ответ. 

Вариативность действия цитокинов обусловлена их концентрацией, экспрессией 

их рецепторов, состоянием и активностью окружающих клеток, а также стадией 

развития опухоли (Landskron G. et al., 2014). Дисбаланс цитокинов может 

привести к гипер- или гипоактивации иммунной системы, а, следовательно, к 

нарушению иммунитета, что в свою очередь, способствует развитию инфекций и 

опухолей. Цитокины участвуют в злокачественной прогрессии, стимулируя 

пролиферацию клеток и уменьшая апоптоз, также индуцируя ЭМП и ангиогенез 

(Gatti-Mays M.E. et al., 2019). Снижение противоопухолевого ответа связано с 

освобождением иммуносупрессивных цитокинов IL-4, IL-10, IL-13, IL-33 и TGF-β 
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(Thorsson V. et al., 2018), способствующих рекрутированию клеток 

иммуносупрессоров: регуляторных Т-лимфоцитов и миелоидных супрессорных 

клеток, кроме того эти цитокины снижают активность CD8+ Т-клеток, NK-клеток 

и дендритных клеток (Stanton S.E. et al., 2016). 

Большинство исследований, посвящённых изучению продукции цитокинов 

и маркёров ЭМП потенциально связанных с риском развития РМЖ либо его 

метастазированием, проводятся на клеточных линиях РМЖ (Ortiz-Montero P. et 

al., 2017) или на образцах крови пациентов (Ma Y. et al., 2017), однако нет 

исчерпывающей информации и исследований цитокин-продуцирующего ресурса 

и его сопряжённости с маркёрами ЭМП самих клеток молочной железы и её 

микроокружения у пациентов с инвазивной карциномой неспецифического типа 

(ИКНТ) и с незлокачественными заболеваниями молочной железы (НЗМЖ) не 

получавших дооперационного лечения. 

В последние годы получила развитие дифференцировочная терапия 

злокачественных новообразований (Ullah M. et al., 2020; Mukherjee S. et al., 2020). 

В частности, в институте биоорганической химии им. академиков М.М. 

Шемякина и Ю.А. Овчинникова РАН под руководством члена-корреспондента 

РАН Липкина В.М. был выделен из культуральной среды клеток острого 

промиелоцитарного лейкоза человека HL-60 фактор дифференцировки - Human 

Leukemia Differentiation Factor (HLDF), способный индуцировать 

дифференцировку исходной клеточной линии по гранулоцитарному пути. 

Синтетический вариант этого фактора прошёл доклинические испытания, в 

котором были подтверждены его безвредность и его дифференцирующее влияние 

на клетки некоторых опухолей. Не исключено, что данный фактор может 

оказывать на рак молочной железы, используя цитокиновую сеть. Поэтому 

представляет интерес изучение его влияния на цитокиновый ресурс опухоли у 

пациентов с ИКНТ. 

Таким образом, определение спектра цитокинов в супернатантах образцов 

ткани молочной железы и экспрессии маркёров эпителиально-мезенхимального 

перехода может помочь в оценке риска злокачественной трансформации и 
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метастазирования при заболеваниях молочной железы, а результаты изучения 

влияния фактора дифференцировки на продукцию цитокинов опухолью могут 

явиться подтверждением возможности использования HLDF в качестве кандидата 

в дифференцировочную терапию рака молочной железы. 

Цель исследования. Изучить влияние поликлональных активаторов на 

продукцию цитокинов в образцах молочной железы и экспрессию маркёров 

эпителиально-мезенхимального перехода при инвазивной карциноме 

неспецифического типа и при незлокачественных заболеваниях молочной железы, 

а также фактора дифференцировки Human leukemia differentiation factor на 

продукцию цитокинов инвазивной карциномой молочной железы 

неспецифического типа. 

Задачи исследования: 

1. Определить концентрации IL-10, TNF-α, GM-CSF в супернатанте 

клеток U937 под влиянием поликлональных активаторов и параллельно 

экспрессию мРНК этих цитокинов в клеточной культуре U937. 

2. Определить концентрации цитокинов IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-

17А, IL-18, IL-1β, IL-1Ra, TNF-α, IFN-γ, G-CSF, GM-CSF, VEGF и MCP-1 в 

супернатанте образцов ткани молочной железы при влиянии на них 

поликлональных активаторов у пациентов с заболеваниями молочной железы. 

3. Определить экспрессию маркёров эпителиально-мезенхимального 

перехода - кадгерина-Е, β-1-интегрина и коллагена II типа в образцах ткани при 

заболеваниях молочной железы. 

4. Изучить взаимосвязь между показателями продукции цитокинов и 

экспрессией маркёров эпителиально-мезенхимального перехода в образцах ткани 

при заболеваниях молочной железы. 

5. Определить концентрации цитокинов IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-

17A, IL-18, IL-1β, IL-1Ra, TNF-α, IFN-γ, G-CSF, GM-CSF, VEGF и MCP-1 в 

супернатанте образцов ткани молочной железы при влиянии на них фактора 

дифференцировки HLDF у пациентов с инвазивной карциномой 

неспецифического типа распределённым по патологическим прогностическим 
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критериям 8 издания American Joint Committee on Cancer (AJCC). 

Научная новизна. 

Впервые установлено, что при незлокачественных заболеваниях молочной 

железы индекс влияния поликлональных активаторов на продукцию клетками 

молочной железы TNF-α выше по сравнению с пациентами с инвазивной 

карциномой неспецифического типа. 

Впервые показано, что у больных с инвазивной карциномой молочной 

железы неспецифического типа без лимфогенного метастазирования индекс 

влияния поликлональных активаторов на продукцию IL-17A клетками молочной 

железы выше по сравнению с пациентами с лимфогенным метастазированием.  

Впервые установлено, что при незлокачественных заболеваниях молочной 

железы без пролиферации индекс влияния поликлональных активаторов на 

продукцию клетками молочной железы IL-1β выше по сравнению с аналогичным 

показателем образцов ткани пациентов с пролиферацией. 

Впервые показано, что у пациентов при отсутствии лимфогенного 

метастазирования, были выявлены прямые: между индексом влияния 

поликлональных активаторов на продукцию IL-6, IL-8, IL-18 и G-CSF и 

экспрессией коллагена II типа (CII) и обратные корреляционные связи: между 

экспрессией кадгерина-Е (CDH1) и индексом влияния поликлональных 

активаторов на продукцию TNF-α. При лимфогенном метастазировании отмечены 

прямые корреляционные связи между экспрессией β-1-интегрина (CD29) и 

индексом влияния поликлональных активаторов на продукцию IL-6, IL-1Ra, G-

CSF и VEGF и между индексом влияния поликлональных активаторов на 

продукцию IL-1β и экспрессией CII. 

Впервые установлено, что при незлокачественных заболеваниях молочной 

железы без пролиферации отмечается прямая корреляционная связь между 

экспрессией CDH1 и индексом влияния поликлональных активаторов на 

продукцию IL-18 и G-CSF, в то время как при незлокачественных заболеваниях 

молочной железы с пролиферативными изменениями определяются прямые 

корреляционные связи между экспрессией CD29 и индексом влияния 
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поликлональных активаторов на продукцию IL-1β. 

Впервые установлено, что у больных с инвазивной карциномой молочной 

железы неспецифического типа фактор дифференцировки human leukemia 

differentiation factor супрессирует продукцию цитокинов в опухолях пациентов, 

характеризующихся сочетанием отрицательной экспрессии ER, PR и HER2 с 

отсутствием лимфогенного метастазирования, у таких пациентов индекс влияния 

human leukemia differentiation factor на продукцию IL-6, IL-8 и TNF-α ниже по 

сравнению с пациентами с положительной экспрессией рецепторов ER, PR и с 

редко встречающимся лимфогенным метастазированием, а индекс влияния human 

leukemia differentiation factor на продукцию GM-CSF и MCP-1 ниже по сравнению 

с пациентами с лимфогенным метастазированием и отрицательной экспрессией 

рецепторов ER, PR и HER2. 

Теоретическое и практическое значение. 

Результаты исследования, характеризующие цитокин-продуцирующий 

ресурс новообразований молочной железы и маркёры ЭМП у пациентов с ИКНТ и 

с НЗМЖ направлены на понимание роли цитокиновой сети в вероятности 

малигнизации новообразований при заболеваниях молочной железы. В частности, 

определение продукции IL-1β у пациентов с НЗМЖ может служить маркёром 

пролиферации, а показатели продукции IL-17A и экспрессии CD29 сопряжённые с 

наличием лимфогенного метастазирования у пациентов с ИКНТ могут создать 

основу для разработки новых подходов в индивидуализации диагностики и 

лечения пациентов. Полученные результаты свидетельствуют о возможности 

использования фактора дифференцировки HLDF в лечении пациентов с 

отрицательной экспрессией ER, PR и HER2. 

Личный вклад соискателя. Автором обоснована актуальность и 

необходимость проведения исследования, сформулированы его цель и задачи. 

Диссертантом выполнен отбор групп наблюдения и оценка клинико-

лабораторных данных. Автором проведена статистическая обработка полученных 

в ходе работы данных, проанализированы результаты исследования и 

сформулированы выводы. Подготовлены данные для публикаций и выступлений 
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на конференциях, оформлена диссертационная работа и автореферат. 

Методология и методы исследования. 

В работе с пациентами соблюдались этические принципы, предъявляемые 

Хельсинской Декларацией Всемирной Медицинской Ассоциации (World Medical 

Association Declaration of Helsinki of Helsinki 1964, в редакции 2013 г. с 

изменениями, внесёнными на 64-ой Генеральной Ассамблее ВМАЮ Форталеза, 

Бразилия, октябрь 2013). От каждого пациента получено добровольное 

информированное согласие на участие в исследовании. Исследование одобрено 

комитетом по этике Научно-исследовательского института молекулярной 

биологии и биофизики подразделения Федерального исследовательского центра 

фундаментальной и трансляционной медицины (протокол № 2016-3). 

Методологической основой диссертационного исследования послужили работы 

зарубежных и отечественных учёных, посвящённых проблеме поиска сигнальных 

молекул и маркёров для оценки риска злокачественной трансформации и 

метастазирования. Объект исследования - образцы постоперационного материала 

больных с инвазивной карциномой молочной железы неспецифического типа и 

незлокачественными заболеваниями молочной железы. Предмет исследования - 

продукция цитокинов образцами молочной железы в присутствии 

поликлональных активаторов и HLDF при заболеваниях молочной железы. 

Методы исследования включали: полимеразную цепную реакцию в режиме 

реального времени, твердофазный иммуноферментный анализ, иммуно-

гистохимическое исследование, статистический анализ. 

Положения, выносимые на защиту: 

1. Иммуноферментный анализ более информативен при определении 

концентрации цитокинов в супернатанте клеток, по сравнению с определением 

экспрессии их матричной РНК. 

2. Пациенты с инвазивной карциномой молочной железы неспецифического 

типа характеризуются сниженным индексом влияния поликлональных 

активаторов на продукцию TNF-α. 

3. Пациенты с лимфогенным метастазированием характеризуются сниженным 
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индексом влияния поликлональных активаторов на продукцию IL-17A по 

сравнению с пациентами без лимфогенного метастазирования и прямыми 

корреляционными связями между индексом влияния поликлональных 

активаторов на продукцию IL-6, IL-1Ra, G-CSF и VEGF и экспрессией CD29. 

4. Пациенты с незлокачественными пролиферативными заболеваниями 

молочной железы характеризуются сниженным индексом влияния 

поликлональных активаторов на продукцию IL-1β по сравнению с пациентами без 

пролиферации и прямыми корреляционными связями между индексом влияния 

поликлональных активаторов на продукцию этого цитокина и экспрессией CD29. 

5. Сравнение индексов влияния HLDF в различных патологических 

прогностических группах свидетельствует о супрессирующем влиянии HLDF на 

продукцию цитокинов у пациентов с инвазивной карциномой молочной железы 

неспецифического типа при сочетании отрицательной экспрессии ER, PR, HER2 с 

отсутствием лимфогенного метастазирования. 

Степень достоверности и апробация результатов исследования.  

Степень достоверности результатов исследований обеспечена адекватной 

выборкой пациентов, использованием стандартных наборов реагентов, 

статистической значимостью полученных результатов. Результаты работы 

представлены и обсуждены на: V Всероссийской конференции по молекулярной 

онкологии с международным участием (Москва, 2019), XIV Международной / 

XXIII Всероссийской Пироговской научной медицинской конференции студентов 

и молодых учёных (Москва, 2019) - получен диплом первой степени. На VII 

Молодёжной Школе-Конференции по Молекулярной и Клеточной биологии 

Института Цитологии РАН (Санкт-Петербург, 2020). 

Структура и объём диссертации. 

Диссертация изложена на 109 страницах машинописного текста содержит 

15 таблиц, иллюстрирована 12 рисунками и состоит из следующих разделов: 

введения, обзора литературы, описания материалов и методов исследования, 

изложения результатов собственных исследований, обсуждения полученных 

результатов, заключения, выводов и списка цитированной литературы (включает 
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5 отечественных и 231 зарубежный источник). 

 Публикации. Всего по теме диссертации опубликовано 5 работ - все в 

научных рецензируемых журналах и изданиях, рекомендуемых ВАК для 

публикаций результатов диссертационных исследований: 

1. Autenshlyus A.I., Studenikina A.A., Arkhipov S.A., Davletova K.I., Zhurakovsky 

I.P., Proskura A.V., Varaksin N.A., Lyakhovich V.V. Relationship Between Superatant 

Cytokines and Expression of Markers of Epitelial-Mesenchymal Transition of Invasive 

Breast Carcinoma of Non-Specific Lymphynosis Type // Biochemistry (Moscow), 

Supplement Series B: Biomedical Chemistry. – 2020. – Vol. 14. – №. 3. – P. 260–265. 

2. Autenshlyus A. I., Studenikina A. A., Bernado A. V., Mikhailova E. S., Proskura 

A. V., Sidorov S. V., Varaksin N. A., Lyakhovich V. V. Assessment of the Cytokine-

Producing Resource of Tumor Biopsy Samples from Patients with Invasive Carcinoma 

of No Special Type and with Non-Malignant Breast Diseases // Biochemistry 

(Moscow), Supplement Series B: Biomedical Chemistry. – 2020. – Vol. 14. – №. 1. – P. 

38–43. 

3. Autenshlyus A.I., Davletova K.I., Studenikina A.A., E. S. Mikhaylova E.S., 

Varaksin N.A., Zhurakovsky I.P., Proskura A.V., Sidorov S.A., Lyakhovich V.V. 

Cytokine Production by Blood Immune Cells, Tumor and Its Microenvironment, 

Characteristics of Extracellular Matrix in Patients with Invasive Ductal Carcinoma of 

No Special Type // Biochemistry (Moscow), Supplement Series B: Biomedical 

Chemistry. – 2020. – Vol. 14. – №. 1. – P. 44–51. 

4. Аутеншлюс А.И., Иванов И.Д., Голованова А.В., Студеникина А.А., 

Михайлова Е.С., Вавилин В.А., Вараксин Н.А., Ляхович В.В. Сравнение 

экспрессии мРНК цитокинов с их концентрацией в супернатанте клеточной 

культуры U937 при воздействии на неё поликлональных активаторов // 

Медицинская иммунология. – 2019. – Том. 21. – №. 4. – С. 737–742. 

5. Аутеншлюс А.И., Студеникина А.А., Михайлова Е.С., Проскура А.В., 

Вараксин Н.А., Сидоров С.В., Богачук А.П., Липкин В.М., Ляхович В.В. Влияние 

фактора дифференцировки HLDF на продукцию цитокинов биоптатами ткани 

молочной железы при её незлокачественных заболеваниях и при инвазивной 
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карциноме неспецифического типа // Биомедицинская химия. – 2020. – Том. 66. – 

№. 6. – С. 485–493. 

Тезисы докладов на конференциях: 

1. Студеникина А. А., Бернадо А. В. Исследование взаимосвязи между 

концентрацией цитокинов и экспрессией маркеров эпителиально-

мезенхимального перехода у пациентов с заболеваниями молочной железы // 

Сборник тезисов V Всероссийской конференции по молекулярной онкологии с 

международным участием. – 2019. – Том. 6. – №. 4. – С. 56. 

2. Студеникина А.А., Бернадо А.В., Михайлова Е.С. Цитокинпродуцирующий 

ресурс иммунокомпетентных клеток крови и опухоли при инвазивной карциноме 

неспецифического типа // Сборник тезисов XIV Международной (XXIII 

Всероссийской) Пироговской научной медицинской конференции студентов и 

молодых ученых. – 2019. – Том. 1. – С. 118. 

3. Бернадо А.В., Давлетова К.И., Студеникина А.А. Влияние фактора 

дифференцировки HLDF на продукцию белков и цитокинов при заболеваниях 

молочной железы // Гены и клетки. – 2020. – Том. 15. – №. 3. – С. 78–79. 

4. Давлетова К.И., Бернадо А.В., Студеникина А.А. Взаимосвязь протеинов и 

цитокинов с влиянием Human Leukemia Differentiation Factor на клетки рака 

молочной железы // Сборник тезисов VII Международной конференции молодых 

учёных: биофизиков, биотехнологов, молекулярных биологов и вирусологов. – 

2020. – С. 420–421. 
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ГЛАВА 1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

1.1. Цитокин-продуцирующая функция опухоли и её микроокружения при 

злокачественной прогрессии 

В настоящее время в дополнение к классическим признакам рака, таким как: 

самообеспеченность митогенными сигналами; нечувствительность к сигналам, 

подавляющим рост; уклонение от апоптоза; неограниченный репликативный 

потенциал; поддерживаемый ангиогенез; инвазия в окружающие ткани и 

метастазирование, раковым клеткам приписывают иммунорегулирующие 

свойства (Lambert A.W. et al., 2017). Опухоли обладают способностью локально 

подавлять иммунную реактивность, посредством иммуносупрессивных сигналов, 

уклоняться от иммунного распознавания, а также прогрессировать в условиях 

хронического воспаления (Cavallo F. et al., 2011). Это порождает гипотезу 

иммуноредактирования рака, в которой постулируется, что иммунная система 

оказывает как ингибирующее, так и стимулирующее действие на опухоль 

(O'Donnell J.S. et al., 2019). На Рисунке 1 представлена схема 

иммуноредактирования опухоли, включающая в себя три последовательно 

протекающие фазы: элиминацию, равновесие и бегство.  

Первоначально - нормальные клетки под действием различных факторов 

приобретают необходимое количество мутаций специфических генов, 

участвующих в механизмах регуляции деления и роста, переходят в опухолевые. 

В фазе элиминации, клетки врождённой и адаптивной иммунной системы, а 

именно CD8+ и CD4+ Т-клетки, B-клетки, естественные киллерные (NK) клетки, 

макрофаги с фенотипом M1, а также дендритные клетки мигрируют в опухолевой 

очаг и пытаются разрушить неопластические клетки, секретируя 

противоопухолевые цитокины. CD8+ Т-клетки и NK-клетки секретируют 

цитотоксические гранулы, которые запускают апоптоз опухолевых клеток, а B-

клетки выделяют специфичные антитела, для элиминации неоплазмы. Любые 

сохранившиеся опухолевые клетки вступают во вторую фазу, равновесие, они 

формируют новые генетические варианты, что позволяет им ускользать от 

иммунной системы и переходить к третьей фазе, бегству, в которой опухолевые 
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клетки активно пролиферируют и становятся клинически обнаруживаемыми в 

виде осязаемой массы (Tower H. et al., 2019). 

 

 

Рисунок 1 - Фазы иммуноредактирования опухоли 

Источник: Tower H. et al., 2019, переведено с английского 

 

Рак - это не только злокачественная трансформация эпителиальных клеток, 

опухоль - это, прежде всего экосистема, основанная на сложных взаимодействиях 

между клетками. Среди различных типов клеток, составляющих микроокружение 

неоплазмы и играющих важную роль в динамике взаимодействия опухоли и 

стромы, основными являются ассоциированные с раком фибробласты, иммунные 

клетки и мезенхимальные стромальные клетки (Eiro N. et al., 2019). На Рисунке 2 

представлены различные клетки, формирующие микроокружение при раке 

молочной железы. 
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Рисунок 2 - Клетки микроокружения рака молочной железы 

Источник: Annaratone L. et al., 2020, переведено с английского 

Примечание: TILs - инфильтрирующие опухоль лимфоциты, T-reg - Т-

регуляторные клетки, NK cell - естественные киллерные клетки, TAM - опухоль-

ассоциированные макрофаги, CAF - опухоль-ассоциированные фибробласты, 

СAA - опухоль-ассоциированные адипоциты, TAN - опухоль-ассоциированные 

нейтрофилы. 

 

Опухоль секретирует TGF-β, сосудистый эндотелиальный фактор роста 

(VEGF), простагландин Е2 и IL-10, которые подавляют пролиферацию Т-клеток и, 

препятствуют инфильтрации и активации NK-клеток в неопластическом очаге. 

Эти факторы также направляют поляризацию дендритных клеток в сторону 

незрелого - про-опухолевого фенотипа (Vitale M. et al., 2014). Помимо этого, 

клетки неоплазмы продуцируют CXCL8, CCL2, IL-1 и TNF-α, которые 

рекрутируют макрофаги, нейтрофилы и T-reg в опухолевый участок (Gras Navarro 

A. et al., 2015). 

Наиболее распространённым типом клеток в строме РМЖ являются 

фибробласты, ассоциированные с опухолью (CAFs) (Folgueira M.A. et al., 2013). 

Известно, что CAFs обладают способностью продуцировать про-воспалительные 

цитокины: IL-1β, IL-8, IL-10, TNF-α, моноцитарный хемоаттрактантный белок-1 
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(MCP-1) и интерферон-бетта (IFN-β). Это приводит к нарушению нормального 

баланса цитокинов и стимулирует рост опухоли, инициируя ангиогенез и 

ингибируя цитотоксические Т-клетки (Kalluri R. et al., 2016). CAFs, продуцируя 

IL-10, стимулируют поляризацию макрофагов в фенотип М2, а синтезируя 

металлопротеиназы, способствуют инвазии опухоли (Folgueira M.A. et al., 2013).  

Иммунная система играет сложную роль в опухолевом процессе, иммунные 

клетки, наряду с CAFs, являются одной из основных клеточных популяций, 

составляющих микроокружение опухоли при инвазивных карциномах молочной 

железы (Eiro N. et al., 2019). Большинство инфильтрирующих опухоль 

лимфоцитов (TILs) - это Т-клетки (CD3+) и включают CD4+, CD8+ и T-reg. CD4+ Т-

лимфоциты могут дифференцироваться в Т-хелперные клетки (Th1), 

секретирующие интерферон-гамма (IFN-γ), TNF-α и IL-2, которые ограничивают 

рост опухоли, стимулируют процессинг и презентацию антигена, а также 

повышают противоопухолевую активность макрофагов и NK-клеток (Luckheeram 

R.V. et al., 2012)  и Т-хелперные клетки (Th2), секретирующие IL-4, IL-5, IL-6, IL-

10 и IL-13, которые ингибируют опосредованную T-клетками цитотоксичность и 

увеличивают про-опухолевую активность макрофагов (Schreiber R.D. et al., 2011). 

CD8+ Т-лимфоциты распознают специфические опухолевые антигены и 

проявляют противоопухолевую активность через высвобождение про-

воспалительного IFN-γ и комплекса гранзим-перфорин (Burugu S. et al., 2017). T-

reg, секретируя IL-10 и TGF-β, защищают от аутоиммунных заболеваний путём 

подавления аутореактивных Т-клеток, но в микроокружении опухоли, подавление 

активации Т-клеток и продукции IFN-γ приводит к блокированию 

противоопухолевых реакций (Bos P.D. et al., 2013). Опухоль способствует 

увеличению Т-reg в своём микроокружении, через секрецию простагландина Е2 и 

трансформирующего фактора роста TGF-β (Jiang X., 2014). Незначительный 

компонент TILs при РМЖ представлен плазматическими клетками и B-клетками 

(Annaratone L. et al., 2020). В-лимфоциты CD20+, распознают специфические 

опухолевые антигены и обеспечивают гуморальный иммунитет, однако клетки 

РМЖ способствуют формированию регуляторного фенотипа B-клеток, 
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продуцирующих TGF-β, который стимулирует переход CD4+ Т-клеток в T-reg 

(Olkhanud P.B. et al., 2011). 

NK-клетки эффективно распознают и убивают опухолевые клетки с 

помощью нескольких механизмов, включая выработку перфоринов и гранзимов, а 

также продуцируют лиганды для активации рецепторов клеточной смерти (Fas, 

DR5, TRAIL), запускающих апоптоз в клетках мишенях, кроме того NK-клетки 

способствуют элиминации опухоли вырабатывая про-воспалительные цитокины 

(Ames E. et al., 2014). Известно, что у пациентов с РМЖ наблюдается дисфункция 

NK-клеток, которая коррелирует с опухолевой прогрессией (Ascierto M.L. et al., 

2013). 

Дендритные клетки презентируют антигены CD4+ и CD8+ Т-клеткам, тем 

самым активируя их для атаки неопластических клеток (Da Cunha A. et al., 2014). 

Созревание дендритных клеток зависит от локального микроокружения, 

соответственно, рядом с неоплазмой формируются опухоль-ассоциированные 

незрелые дендритные клетки с нарушенной способностью стимулировать 

противоопухолевый иммунитет (Korkaya H. et al., 2011).  

Макрофаги, присутствующие в строме молочной железы, являются одними 

из первых иммунных клеток, которые сталкиваются с неоплазмой (Inman J.L. et 

al., 2015). Ассоциированные с опухолью макрофаги (TAMs) проявляют большую 

пластичность и поляризуются на два фенотипа: классически активированные (М1) 

и альтернативно активированные (M2) макрофаги. В нормальных тканях 

большинство макрофагов имеют фенотип М1 и участвуют в Th1-цитокиновых 

реакциях на различные патогены и запускают противоопухолевый иммунный 

ответ, в то время как фенотип М2 связан с Th2 цитокинами и участвует в 

заживлении ран, ремоделировании тканей (Genin M. et al., 2015). Опухолевые 

клетки способны сдвигать транскрипционную программу макрофагов в сторону 

фенотипа М2 (Sarode P. et al., 2020), поскольку данный тип макрофагов 

способствует прогрессии РМЖ: усиливая пролиферацию (Mantovani A., Locati M., 

2013), стимулируя ангиогенез (Bonapace L. et al., 2014) и метастазирование (Qian 

B.Z. et al., 2015), а также способствуя ремоделированию внеклеточного матрикса, 
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секретируя металлопротеиназы (Annaratone L. et al., 2020). Помимо этого, 

сниженное содержание кислорода в опухолевом очаге, возникающее как 

следствие неконтролируемого роста опухоли и удалённости поддерживающих 

кровеносных сосудов, привлекает макрофаги в микроокружение неоплазмы (Shao 

C. et al., 2018). 

Подобно макрофагам, нейтрофилы, присутствующие в микроокружении 

опухоли, могут поляризоваться в два подтипа с противоположными функциями: 

N1 проявляют про-воспалительную активность и индуцируют активацию CD8+ Т-

клеток, тогда как N2 инактивируют Т-лимфоциты и способствуют опухолевому 

росту (Treffers L.W. et al., 2016). 

Адипоциты представляют собой относительно обильный компонент 

паренхимы молочной железы. Ассоциированные с раком адипоциты отличаются 

от нормальных адипоцитов размером, метаболической активностью (Wu Q. et al., 

2019) и участвуют в прогрессировании опухоли и метастазировании, секретируя 

адипокины, такие как лептин и адипонектин, а также ряд воспалительных 

хемокинов и интерлейкинов (Choi J. et al., 2018).  

Привлекаемые цитокинами, совокупность клеток-предшественников и 

незрелых миелоидных линий (MDSC), мигрируют в опухолевой очаг, где в 

дальнейшем дифференцируются в опухоль-ассоциированные макрофаги 

(Tcyganov E. et al., 2018). MDSC в микроокружении опухоли вызывают 

ускоренное истощение L-аргинина и цистеина, что приводит к снижению 

продукции IL-2 и IFN-γ и ингибированию пролиферации Т-клеток (Condamine T. 

et al., 2015). MDSC ингибируют способность других иммунных клеток 

уничтожать опухолевые клетки путём продуцирования растворимых факторов, 

таких как IL-10, TGF-β и аргиназа 1 (Tobin R.P. et al., 2019; Safarzadeh E. et al., 

2019). 
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Взаимодействие опухолевых клеток с клетками микроокружения 

реализуется главным образом посредством низкомолекулярных белков, а именно 

цитокинов (Sarode P. et al., 2020). Многие цитокины являются плейотропными и, в 

зависимости от концентрации и клеточного окружения, могут оказывать как про-

опухолевые, так и противоопухолевые эффекты, усиливая или подавляя 

локальный иммунный ответ. 

IFN-γ продуцируют NK-клетки, цитотоксические СD8+ Т-лимфоциты, Th1 

CD4+ T-клетки и B-клетки (Pahl J. et al., 2017). IFN-γ связываясь с рецепторным 

комплексом IFNγGR1/IFNγGR2, активирует макрофаги, индуцирует экспрессию 

молекул главного комплекса гистосовместимости антигенпрезентирующими 

клетками, а также способствует дифференцировке CD4+ Т-клеток в Th1 (Conlon 

K.C. et al., 2019). Среди наиболее известных противоопухолевых эффектов IFN-γ 

является усиление цитотоксической функции NK-клеток и СD8+ Т-клеток (Mah 

A.Y. et al., 2016). Способность IFN-γ индуцировать гибель опухолевых клеток 

включает активацию НАДФН-зависимой фагоцитарной оксидазной системы, 

продукцию оксида азота, истощение триптофана и регуляцию лизосомальных 

ферментов (Castro F. et al., 2018). Подавление иммунной системы на поздних 

стадиях РМЖ частично обусловлено нарушением передачи сигналов IFN-γ 

(Matveeva O.V., Chumakov P.M., 2018). Однако, несмотря на то, что IFN-γ 

считается центральным организатором противоопухолевого иммунного ответа, он 

может играть значительную роль в развитии опухоли. IFN-γ, индуцируя 

генетическую нестабильность опухолевых клеток, способствует отбору наиболее 

злокачественного фенотипа, а также установлению иммуносупрессивного 

микроокружения опухоли (Mojic M. et al., 2017). Помимо этого, IFN-γ, 

продуцируемый CD8+ T-клетками, стимулирует стволовые клетки РМЖ, вызывая 

потерю антигена HER2, что делает их устойчивыми к HER2/neu-направленной 

иммунотерапии (King J. et al., 2017). 

TNF-α, в основном продуцируется активированными макрофагами, но 

также и дендритными клетками, Т-лимфоцитами, эндотелиальными клетками, 

адипоцитами и фибробластами (Berraondo P. et al., 2019). TNF-α оказывает своё 
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действие путём связывания с одним из двух рецепторов TNFR1 или TNFR2, 

которые экспрессируются практически на всех ядросодержащих клетках. TNF-α 

индуцирует различные типы сигналов, включая каспаз-опосредованные пути 

апоптоза, сигнальные пути MAPK и NF-κB (Markopoulos G.S. et al., 2019). В 

присутствии TNF-α, апоптоз-индуцирующий лиганд (TRAIL) репрограммирует 

TAMs в фенотип М1, индуцируя экспрессию про-воспалительных цитокинов, 

таких как IL-1β и IL-6, способствует выработке IFN-γ Т-клетками и IL-8 

нейтрофилами, кроме того участвует в активации CD8+ Т-клеток, что в свою 

очередь запускает апоптоз опухолевых клеток (Gao J. et al., 2015). Однако, 

несмотря на свою потенциальную противоопухолевую активность, 

продолжительное присутствие TNF-α в опухолях приводит к их 

прогрессированию. В микроокружении опухоли перекрёстное воздействие TAMs 

с опухолевыми клетками через TNF-α активирует пути выживания и 

пролиферации, через транскрипционную активацию субъединицы 1 NF-κB, 

прото-онкогена FOS и прото-онкогена JUN (Sarode P. et al., 2020). NF-κB 

индуцирует экспрессию множества регуляторных факторов эпителиально-

мезенхимального перехода, включая TWIST1, SNAIL2 и ZEB1, которые 

способствуют миграции и распространению опухолевых клеток. TNF-α также 

регулирует экспрессию TGF-β и ускоряет индуцированный TGF-β ЭМП 

(Markopoulos G.S. et al., 2019). 

Интерлейкин 1β (IL-1β), наряду с TGF-β, TNF-α и IL-6, является мощным 

про-воспалительным цитокином. IL-1β продуцируют моноциты, макрофаги, 

эндотелиальные клетки, Т- и В-лимфоциты, дендритные клетки, эпителиальные 

клетки, кератиноциты, фибробласты, а также опухолевые клетки (Соснина А.В. и 

др., 2014). Противоопухолевые эффекты IL-1β обусловлены его способностью 

индуцировать Th1 и Th17 ответы (Baker K.J., et al., 2019), а также стимуляцией 

активности NK-клеток, в частности за счёт усиления ими продукции IFN-γ и GM-

CSF (Birbrair A., 2020). Однако IL-1β индуцированное воспаление стимулирует 

ангиогенез опухоли путём увеличения VEGF через HIF-1α (Filippi I. et al., 2015). В 

микроокружении метастатического РМЖ IL-1β рекрутирует и активирует 
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нейтрофилы, которые вырабатывают индуцибельную синтазу оксида азота (iNOS) 

для ингибирования T-клеток CD8+ (Coffelt S.B. et al., 2015). Активация 

сигнального пути IL-1β/IL-1RI/β-катенин стимулирует ЭМП в клеточной модели 

рака молочной железы (Perez-Yepez E.A. et al., 2014). Также показано, что 

индукция ЭМП IL-1β, как и у TNF-α, обусловлена активацией сигнального пути 

NF-kB (Markopoulos G.S. et al., 2019). Помимо про-ангиогенной и про-

воспалительной активности TNF-α и IL-1β служат про-метастатическими 

факторами во многих типах опухолей (Martinez-Reza I. et al., 2017; Apte R.N., 

Voronov E., 2017).  TNF-α и IL-1β повышают экспрессию IL-8, MCP-1 и CCL5 

мезенхимальными стволовыми клетками, что способствует ангиогенезу, миграции 

и инвазии опухолевых клеток (Katanov C. et al., 2015; Yu P.F. et al., 2017). Более 

высокие уровни TNF-α и IL-1β отмечены в опухолях у пациентов с тройным 

негативным молекулярным подтипом и достоверно согласуются с высокими 

уровнями экспрессии CXCL8, MCP-1 и CCL5 по сравнению с пациентами, 

имевшими люминальные подтипы РМЖ (Liubomirski Y. et al., 2019). Таким 

образом, в микроокружении TNF-α и IL-1β регулируя взаимодействия 

опухолевых и стромальных клеток, повышают агрессивность неоплазмы. IL‐1Ra 

является членом семейства интерлейкинов-1 и обладает опухоль-подавляющим 

действием, блокируя связывание IL‐1 с его целевым рецептором (Jiachi M.A. et al., 

2017). Помимо этого, IL‐1Ra может ингибировать ангиогенез, блокируя 

активацию пути IL‐1α/PI3K/NF‐kB и IL‐1β/VEGF в опухолевых клетках (Chen S. 

et al., 2019). 

Интерлейкин 2 (IL-2) в основном продуцируется CD4+ Т-клетками, NK-

клетками, CD8+ Т-клетками и дендритными клетками (Hershko A. Y.  et al., 2011). 

Высокоаффинный гетеротримерный рецептор IL-2R состоит из 3 субъединиц: IL-

2Ra (CD25), IL-2Rß (CD122) и IL-2Ry (CD132) и экспрессируется на многих типах 

иммунных клеток (Wrangle J. M. et al., 2018). IL-2 связываясь с рецептором 

запускает сигнальные пути, активирует тирозинкиназы семейства Janus (JAK1 и 

JAK3), которые запускают нисходящие сигнальные пути: STAT, 

фосфоинозитидин 3-киназный (PI3K - AKT) путь и митоген-активированный 
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протеинкиназный (MAPK) - путь, которые опосредуют действие IL-2 на 

активацию, пролиферацию, дифференцировку Т- и B-клеток, помимо этого IL-2 

активирует NK-клетки и потенцирует их цитолитическое действие (Sim G.C., 

Radvanyi L., 2014). Основная проблема IL-2 как противоопухолевого агента 

заключается в том, что IL-2 активирует T-reg, которые имеют более высокое 

сродство к IL-2, чем Т-клетки (Choudhry H. et al., 2018).  

Интерлейкин 4 (IL-4) является плейотропным цитокином, секретируемым 

фибробластами, иммунными, жировыми и эпителиальными клетками, а также 

клетками РМЖ. Иммунными клетками, продуцирующими IL-4, являются 

активированные Т-клетки, тучные клетки, базофилы, эозинофилы и MDSC. 

(Bankaitis K.V., Fingleton B., 2015). Существует два типа рецептора этого 

цитокина: IL-4RI и L-4RII, первый в основном присутствует на иммунных 

клетках, а IL-4RII экспрессируется на поверхности раковых клеток (Venmar K.T. 

et al., 2014). При взаимодействии с IL-4RI, IL-4 контролирует развитие, 

выживание и созревание В-клеток, а также пролиферацию и дифференцировку 

Th2 лимфоцитов (Wang R., Green D.R., 2012). При активации IL-4RII запускает 

сигнальные пути: PI3K/AKT, MAPK и JAK/STAT6, что приводит к пролиферации 

и инвазии клеток РМЖ (Gaggianesi M. et al., 2017). В микроокружении неоплазмы 

IL-4 способствует росту опухоли и метастазированию путём поляризации 

макрофагов в M2 фенотип, ухудшает цитолитическую способность CD8+ Т-

лимфоцитов путем поляризации их в цитотоксические Тh2 клетки и активируют 

MDSC (Bankaitis K.V., Fingleton B., 2015). 

Продуцируемый в основном макрофагами, интерлейкин 6 (IL-6) играет про-

воспалительную роль при многих физиологических и патологических состояниях 

(Scheller J. et al., 2011). Данный цитокин оказывает своё действие после 

связывания с рецептором IL-6R, существующим как в мембранной mIL-6R, так и 

в растворимой sIL-6R формах, и сигнально-трансдуцирующим компонентом 

gp130 (CD130). Комплекс IL-6/IL-6R/gp130 фосфорилирует JAK киназы и в 

дальнейшем активирует цитоплазматические транскрипционные факторы STAT1 

и STAT3, MAPK, PI3K (Chonov D.C. et al., 2019). Противовоспалительные 
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функции реализуются комплексом IL-6/mIL-6R и включают активацию STAT3 с 

последующим ингибированием апоптоза эпителиоцитов и высвобождением 

острофазных белков (Xu J. et al., 2016). Про-воспалительная активность 

реализуется комплексом IL-6/sIL-6R и включает: рекрутирование 

мононуклеарных клеток, ингибирование апоптоза Т-клеток и нисходящую 

регуляцию дифференцировки T-reg (Tacheva T. et al., 2016). Про-опухолевые 

функции IL-6 связаны с STAT3, главным онкогенным фактором транскрипции, 

активирующим гены, ответственные за выживание опухолевых клеток (Bcl-2, 

survivin, Mcl-1), пролиферацию (c-Myc, циклин D1, циклин B), ангиогенез 

(VEGF), метастазирование (ММП2, ММП9) (Fasoulakis Z. et al., 2018; Iwasaki Y. et 

al., 2015; Unver N. et al., 2018). Известно, что уровни IL-6 и IL-8 в плазме у 

пациентов с РМЖ выше по сравнению со здоровыми донорами и положительно 

коррелируют со стадией заболевания и смертностью (Narita D. et al., 2016; Slattery 

M.L., et al., 2014). Противоопухолевая функция IL-6 заключается в 

стимулировании противоопухолевого иммунитета, на двух основных участках: в 

лимфатических узлах, где происходит прайминг лимфоцитов, и непосредственно 

в опухолевом очаге, где IL-6 способствует привлечению эффекторных CD8+ Т-

клеток, что приводит к усилению апоптоза и задержке роста неопластических 

клеток (Fisher D.T. et al., 2014).  

Интерлейкин 10 (IL-10) - противовоспалительный цитокин, 

вырабатываемый главным образом активированными макрофагами, Т- и B-

клетками. IL-10 связывается с рецептором IL-10R, состоящим из двух молекул IL-

10Rα и двух молекул IL-10Rβ (Walter M.R., 2014). Основными 

противовоспалительными функциями IL-10 являются подавление: классической 

активации макрофагов, продукции про-воспалительных цитокинов TNF-α, IL-1β, 

IL-6, IL-8, IL-12, GM-CSF, экспрессии главного комплекса гистосовместимости II 

в активированных макрофагах и ингибирование продукции IFN-γ Th1 и NK-

клетками (Sarode P. et al., 2020). Сигнальный путь IL-10 представляет собой 

сложную молекулярную сеть, состоящую как минимум из 37 молекул и 76 

реакций (Verma R. et al., 2016). Подобно IL-6, TAMs-производный IL-10 приводит 
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к активации STAT3 (Chen L. et al., 2019). Опухолевые клетки вырабатывают IL-

10, поддерживая экспансию Т-reg, а высокие концентрации IL-10 связаны с 

плохим прогнозом при РМЖ (Bhattacharjee H.K. et al., 2016; Zhao S. et al., 2015). 

Семья IL-17 состоит из шести членов с A по F. IL-17A, продуцируемый 

Th17, γδ-Т-клетками и нейтрофилами, является первым и наиболее изученным 

членом семейства IL-17. Рецептор, с которым взаимодействует данное семейство 

цитокинов, представляет собой трансмембранный белок, состоящий из пяти 

рецепторных субъединиц от IL-17RA до IL-17RE, связываясь с которыми, IL-17 

передаёт восходящие сигналы через ядерный фактор kappa-B (NF-kB) и Act1 

(Brevi A. et al., 2020). В дополнение к выше перечисленным интерлейкинам, IL-

17A также способствует прогрессированию РМЖ, поддерживая рост, 

пролиферацию и миграцию клеток (Kim G. et al., 2013). Этот цитокин 

непосредственно активирует ранние стадии пролиферации раковых клеток через 

сигнализацию STAT3 (Kuen D.S. et al., 2020). Было обнаружено, что IL-17A 

регулирует уровни экспрессии различных цитокинов и хемокинов, включая G-

CSF, IL-6, MCP-1 (Hirai Y.et al., 2012) и лиганды CXCR2 (Li T.J. et al., 2017). IL-

17A является фактором рекрутирования нейтрофилов в микроокружение опухоли 

(Akbay E.A. et al., 2017). В клеточных моделях РМЖ, что IL-17A увеличивает 

секрецию CXCL1 и CXCL5 клетками карциномы молочной железы, способствует 

прогрессированию рака (Novitskiy S.V. et al., 2011). Более высокие уровни IL-17A 

у больных РМЖ, сопряжены с более низкими показателями выживаемости 

пациентов (Yang B. et al., 2014).  

Интерлейкин 18 (IL-18) относится к семейству IL-1 и подобно IL-1β, 

синтезируется в виде неактивного предшественника макрофагами, дендритными 

клетками, эпителиальными клетками, а также опухолевыми клетками. 

Взаимодействуя со своим рецептором, IL-18 образует высокоаффинный 

гетеродимерный комплекс IL-18Rα-IL-18Rβ, который опосредует активацию 

внутриклеточных сигнальных путей NF-κB и MAPK (Yasuda K. et al., 2019). IL-18 

играет двойственную роль в микроокружении новообразования, поскольку он 

может способствовать развитию, миграции, инвазии и метастазированию 
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опухоли, и в тоже время он усиливает противоопухолевый иммунитет и 

препятствует росту опухоли (Fabbi M. et al., 2015). IL-18 в сочетании с IL-12 

может активировать цитотоксические Т-клетки, а также NK-клетки, что приводит 

к повышению этими клетками секреции IFN-γ и других провоспалительных 

цитокинов, таких как TNF-α, IL-1β, IL-8, а, следовательно, может способствовать 

противоопухолевому иммунитету (Esmailbeig M. et al., 2017). Для нескольких 

видов опухолей, включая рак мочевого пузыря, рак яичников и рак желудочно-

кишечного тракта, характерны высокие уровни IL-18 в сыворотке крови (Jaiswal 

P.K. et al., 2013). Помимо этого, в недавнем исследовании РМЖ уровни IL-18 

были значительно выше в группе больных с метастазами, чем в контроле (El-Deeb 

M.M.K. et al., 2019). Исследования показали, что IL-18 продуцируемый 

опухолевыми способствует экспрессии PD-1 на NK-клетках, что в дальнейшем 

ведёт к апоптозу последних (Park I. H. et al., 2017), кроме того IL-18 способствует 

ангиогенезу, индуцируя экспрессию VEGF, и миграции, изменяя экспрессию 

молекул адгезии и белков плотных контактов, опухолевых клеток (Baker K.J. et 

al., 2019). IL-18-связывающий белок (IL-18BP) связывается с IL-18 с более 

высоким сродством, чем его рецептор, и ингибирует функцию IL-18 (Mühl H., 

Bachmann M., 2019). 

Интерлейкин 8 (IL-8 или CXCL-8) является про-воспалительным хемокином 

и продуцируется, главным образом, макрофагами. Связываясь со своими 

рецепторами CXCR1 и CXCR2, IL-8 отвечает за миграцию и активацию 

нейтрофилов, моноцитов, эндотелиальных, опухолевых и опухоль-

ассоциированных стромальных клеток (Turner M.D. et al., 2014). IL-8 принимает 

способствует инвазии, миграции и пролиферации злокачественных клеток 

(Łukaszewicz-Zając M. et al., 2020). Известно, что IL-8 активирует основные 

онкогенные сигнальные пути PI3K, RAS/MAPK и JAK/STAT в микроокружении 

опухоли (Long X. et al., 2016). IL-8 стимулирует ангиопоэз в эндотелиальных 

клетках, что сопровождается секрецией матриксных металопротеиназ, 

разрушающих внеклеточный матрикс, что обеспечивает не только необходимые 

условия для ангиогенеза, но и играет важную роль в инвазии и метастазировании 
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опухолевых клеток (Sarode P. et al., 2020). В исследовании Wu H. и соавторы 

отмечали высокую экспрессию IL-8 в тканях рака мочевого пузыря, которая была 

сопряжена с повышенной экспрессией VEGF (Wu H. et al., 2020). В клетках 

карциномы молочной железы, подвергшихся ЭМП, не только повышается 

секреция IL-8, но они также экспрессируют более высокие уровни CXCR1 и 

CXCR2 (Dominguez C. et al., 2017). 

Моноцитарный хемоаттрактант протеин-1 (MCP-1 или CCL2) является 

хемоаттрактантом, который играет важную роль в рекрутировании 

иммуносупрессивных макрофагов крови в опухоль и способствует росту опухоли. 

MCP-1 продуцируется как моноцитами, так и опухолевыми клетками (Yoshimura 

T. et al., 2013). В различных опухолях перекрёстное взаимодействие TAMs с 

опухолевыми клетками через ось CCL2/CCR2 играет несколько ролей в развитии 

рака, таких как вербовка моноцитов/макрофагов в месте локализации опухоли 

(Qian B.Z. et al., 2011), усиление ЭМП, инвазии и метастазирования (Tang C.H., 

Tsai C.C., 2012). Секретируемый опухолевыми клетками, этот хемокин 

индуцирует экспрессию IL-1β опухоль-ассоциированными макрофагами, что 

приводит к системному увеличению продукции IL-17A γδ Т-клетками, G-CSF-

опосредованной поляризации нейтрофилов и подавлению активности CD8+ Т-

клеток, что приводит к формированию иммуносупрессивного состояния и 

способствует метастазированию (Kersten K. et al., 2017).  

VEGF, секретируемый опухолевыми и клетками окружающей стромы, 

стимулирует пролиферацию и выживание эндотелиальных клеток, что приводит к 

образованию новых кровеносных сосудов (Ferrara N., 2016; Kiso M. et al., 2018). 

VEGF может оказывать прямое действие, на иммунные клетки, включая 

регуляторные Т-клетки и MDSC (Khan K.A., Kerbel R.S., 2018).  VEGF может 

снижать экспрессию VCAM-1, важную для адгезии и инфильтрации 

противораковых Т-клеток в опухоли, и увеличивать экспрессию FASL, приводя к 

апоптозу противораковых Т-клеток (Apte R.S. et al., 2019).  

Гранулоцитарный колониестимулирующий фактор (G-CSF), хорошо 

известный гемопоэтический цитокин, регулирующий гранулопоэз, является 



27 
 

важным регулятором продукции нейтрофилов, а также опосредует их транспорт 

из костного мозга в кровь (Wu L. et al., 2019). Этот цитокин, продуцируется 

многими клетками, включая макрофаги, нейтрофилы, фибробласты, 

эндотелиальные и опухолевые клетки (Casbon A.J. et al., 2015; Dorsam B. et al., 

2018). G-CSF стимулирует миграцию нейтрофилов как N1 (противоопухолевых), 

так и N2 (про-опухолевых) в опухолевой очаг (Coffelt S.B. et al., 2016). Однако 

после воздействия G-CSF совместно с TGF-β, нейтрофилы трансформируются в 

фенотип N2 (Casbon A.J. et al., 2015), характеризующиеся высокой экспрессией 

про-опухолевых факторов: CCL2, CCL5 и катепсина, и, способствуют 

иммуносупрессии в опухолевом очаге (Coffelt S.B. et al., 2016). Например, 

нейтрофилы N2 продуцируют синтазу оксида азота для подавления CD8+ Т-

клеток в опухолевом микроокружении, что способствует метастазированию 

опухолевых клеток (Wu L. et al., 2019).  

Гранулоцитарно-макрофагальный колониестимулирующий фактор (GM-

CSF или CSF-2) продуцируется моноцитами, Т-клетками, фибробластами, 

эндотелиальными клетками, макрофагами и стромальными клетками, регулируя 

дифференцировку гемопоэтических стволовых клеток в дендритные клетки, 

гранулоциты и макрофаги в костном мозге (Van de Laar L. et al., 2012). 

Экспрессию GM-CSF стимулируют про-воспалительные цитокины: IL-1, IL-6 и 

TNF-α, тогда как IL-4, IL-10 и IFN-γ ингибируют его экспрессию (Hong I.S., 2016). 

Противоопухолевые функции GM-CSF-продуцирующих клеток связаны со 

стимуляцией созревания и рекрутированием дендритных клеток, что приводит к 

активации иммунной системы против специфических опухолевых антигенов. 

Однако продуцируемый опухолевыми клетками, GM-CSF способствует: росту и 

миграции неоплазмы, индуцируя продукцию MCP-1, CCL17 и RANKL, опухоль-

инфильтрирующими макрофагами (Yoshimura T. et al., 2016); трансформации 

макрофагов в TAMs-подобный фенотип, которые в дальнейшем продуцируют IL-

18 (Su S. et al., 2014). Однако, результаты Yoshimura T. и соавторов показывают, 

что GM-CSF, полученный из опухолевых клеток, не является необходимым для 

прогрессирования РМЖ, поскольку его нейтрализация не приводила к 
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изменениям опухолевого роста и метастазирования (Yoshimura T. et al., 2019). 

Повышенный уровень GM-CSF в сыворотке крови считается потенциальным 

маркёром, указывающим на неблагоприятный прогноз у больных колоректальным 

раком (Taghipour F.A.M. et al., 2014). 

Изучение цитокин-продуцирующего ресурса анализируемых образцов 

ткани молочной железы позволяет расширить исследования их функциональных 

характеристик. Поскольку цитокины являются быстрыми сигнальными 

молекулами, то мРНК многих из них нестабильна, однако уровень мРНК может 

быть использован в качестве маркёра для оценки степени активации и 

пролиферации иммунокомпетентных клеток (Mahmoud L., et al., 2014).  

Поликлональные активаторы представляют собой комплекс митогенов, 

индуцирующий продукцию цитокинов клетками.  В состав этого комплекса 

входят: фитогемагглютинин Р и M, конканавалин А и липополисахарид. 

Фитогемагглютинин представляет собой экстракт лектина из красной фасоли 

(Phaseolus Vulgaris) с молекулярной массой 120 кДА и состоит из двух 

субъединиц: лейкоцитарно-реактивной (L), с высокой митогенной активностью и 

эритроцитарно-реактивной (E), с низкой митогенной активностью. 

Фитогемагглютинин Р - это очищенная белковая форма, а фитогемагглютинин M 

- очищенная мукопротеиновая форма субъединицы L. Фитогемагглютинин 

способен связываться с рецепторами Т-, В-клеток, моноцитов и гранулоцитов и 

стимулировать продукцию следующих цитокинов: IL-2, IL-4, IL-10, IL-17, TNF-α, 

IFN-γ, G-CSF и GM-CSF (Movafagh A. et al., 2011). Конканавалин A - это экстракт 

лектина бобовых культур (Canavalia ensiformis) с молекулярной массой 110 кДА. 

Митогенный эффект, конканавалина A напрямую связан со способностью 

связывать углеводы, через домен распознавания углеводов (CRD), и зависит от 

сродства лектина к гликанам, присутствующим на рецепторах иммунных клеток 

(Cavada, B. S. et al., 2019). Конканавалин A, как и фитогемагглютинин, 

стимулирует продукцию цитокинов преимущественно Т-клетками (Walia V., 

Kumar R., Mitra A., 2014). Помимо этого, конканавалин A способен индуцировать 

апоптоз и аутофагию в клетках MCF-7 рака молочной железы (Shi Z. et al., 2014). 
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Липополисахарид - это основной компонент внешней мембраны 

грамотрицательных бактерий и является мощным триггером воспалительной 

реакции in vitro и in vivo. Он распознается рецептором TLR4, который 

экспрессируется на поверхности многих клеток, что приводит к активации NF‐kB 

и других транскрипционных факторов и индуцирует продукцию цитокинов 

преимущественно B-клетками, моноцитами и макрофагами (Seeley J.J., Ghosh S., 

2017). Согласно данным литературы, липополисахарид способен индуцировать 

апоптоз опухолевых клеток (Fried S. et al., 2014). 

1.2. Канцерогенез молочной железы 

Согласно международной классификации болезней 10-го пересмотра (МКБ-

10), опухоли молочной железы подразделяют на злокачественные (C50 - номер в 

МКБ-10), доброкачественные (фиброаденома (D24 в МКБ-10), а также на группу 

доброкачественных дисплазий (N60 в МКБ-10).  

Среди доброкачественных опухолей самой распространённой является 

фиброаденома, которая часто встречается у женщин репродуктивного возраста, во 

время беременности, а также при эстрогеновой терапии и реже во время 

менопаузы (Krings G. et al., 2017). На тканевом уровне фиброаденома 

представляет собой доброкачественную опухоль, характеризующуюся 

пролиферацией эпителия и стромальных элементов. Фиброаденома обычно 

появляется на маммограмме в виде хорошо очерченного, подвижного образования 

(Heywang-Köbrunner Sylvia H., 2015; Stachs A. et al., 2019). 

Доброкачественная дисплазия молочной железы характеризуется 

ненормальным соотношением эпителиального и соединительнотканного 

компонентов в молочной железе, изменениями фиброзного, кистозного, 

пролиферативного характера, которые часто сосуществуют (Каприн А.Д. и др., 

2016). Синонимами доброкачественной дисплазии молочной железы являются: 

«мастопатия», «фиброзно-кистозная мастопатия», «дисгормональная гиперплазия 

молочных желёз», «фиброзно-кистозная болезнь», «доброкачественная болезнь 

молочной железы», «фиброаденоматоз» (Адамян Л.В. и др., 2020).  



30 
 

Исследователи до сих пор спорят о риске развития РМЖ при 

доброкачественных заболеваниях молочной железы. Фиброаденомы обычно не 

рассматриваются как фактор риска развития карциномы (Shaik A.N. et al., 2018), 

что подтверждается клиническими исследованиями 9076 женщин в возрасте от 18 

до 65 лет проведёнными в клинике Mayo 2015 (Nassar A. et al., 2015). Однако при 

фиброаденомах примерно в половине случаев наблюдаются пролиферативные 

изменения, такие как склерозирующий аденоз, эпителиальные кальцификаты, 

папиллярная апокринная метаплазия и кисты (≥3 мм) которые классифицируют её 

как сложную, наличие которой является долгосрочным фактором риска развития 

РМЖ (Aydin O.U. et al., 2015; Saadallah F. et al., 2019). По данным мета-анализа 20 

исследований, Salamat F. и соавторы сделали вывод о том, что наличие в анамнезе 

пролиферативного заболевания с атипией увеличивает риск развития РМЖ до 3,5 

раз. Кроме того, у женщин с пролиферативными заболеваниями даже без атипии 

(с гиперплазией протоков, папилломами, радиальным рубцом или 

склерозирующим аденозом) риск развития РМЖ увеличивается в 1,58 раза, по 

сравнению с женщинами с непролиферативными заболеваниями (Salamat F. et al., 

2018). Visscher D.W. и соавторы обнаружили, что риск развития РМЖ у 

пациентов, имеющих в анамнезе доброкачественное заболевание увеличился на 

30%, а среднее время от первоначального диагноза до РМЖ составило 8,8 лет для 

атипичной гиперплазии, 10,9 лет для пролиферативных заболеваний без атипии и 

11,2 лет для не пролиферативных заболеваний (Visscher D.W. et al., 2017).  

Классическая модель гистологической эволюции РМЖ протокового типа, 

предложенная Wellings S.R. и Jensen H.M. в 1973 году, предполагает, что 

неопластическая эволюция начинается в нормальном эпителии, в ходе которой 

возникают атипичные клетки, затем формируется атипичная гиперплазия 

протоков, переходящая в протоковую карциному in situ и достигает кульминации 

в виде инвазивной протоковой карциномы (Wellings S.R., Jensen H.M., 1973). На 

Рисунке 3 представлен канцерогенез наиболее распространённого типа РМЖ, а 

именно инвазивной карциномы неспецифического типа (Casasent A.K. et al., 

2017). 
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Рисунок 3 - Стадии развития рака молочной железы 

Источник: Casasent A.K. et al., 2017, переведено с английского 

 

Средняя скорость пролиферации в норме в терминальной дольковой 

единице составляет около 2%, в то время как при атипичной гиперплазии она 

увеличивается до 5% и до 15% при карциноме in situ (Kader T. et al., 2018). 

Прогрессирование карциномы in situ характеризуется пролиферацией 

эпителиальных клеток, которые окружены непрерывной базальной мембраной, 

повышением количества фибробластов и наличием инфильтрата иммунных 

клеток в строме, а также усиленным ангиогенезом (Casasent A.K. et al., 2017). 

Опухоль считается инвазивной после разрушения базальной мембраны и 

инвазии опухолевых клеток в окружающую строму и сосуды. Подобно 

карциномам in situ, инвазивные карциномы представляют собой гетерогенную 

группу опухолей. К основным инвазивным типам опухолей относятся протоковые 

(которые на сегодняшний день принято считать, карциномами неспецифического 

типа), дольковые, смешанные, муцинозные (коллоидные), трубчатые, 

медуллярные и папиллярные карциномы. Наиболее распространённым подтипом, 

на долю которого приходится 70-80% всех инвазивных поражений, является 

инвазивная карцинома неспецифического типа (Deshmukh S.K. et al., 2019).  

Исторически классификация РМЖ основывалась на анатомических стадиях 

TNM. Стадия T (tumor) основана на размере и степени локально-регионарной 

инвазии первичной опухоли и классифицируется от T1 до T4. В стадии Т1 

диаметр опухоли не превышает 20 мм, при Т2 диаметр - от 20 мм до 50 мм, при 
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Т3 - более 50 мм. Стадия Т4 присваивается при наличии инвазии грудной стенки 

или кожи опухолевыми клетками. Стадия N (nodus) определяется степенью 

вовлечения лимфоузлов, включая подмышечные, внутренние молочные и 

ипсилатеральные надключичные лимфатические узлы. N1 указывает на наличие 

одного или нескольких подвижных метастазов в ипсилатеральных, подмышечных 

лимфатических узлах на боковой границе малой грудной мышцы, либо между 

медиальной и латеральной границами малой грудной мышцы. N2 указывает на 

наличие фиксированных метастазов в ипсилатеральных или подмышечных 

лимфатических узлах на боковой границе малой грудной мышцы, либо между 

медиальной и латеральной границами малой грудной мышцы, а также на 

метастазы во внутренние лимфатические узлы молочной железы без признаков 

метастазов в подмышечных лимфатических узлах. N3 указывает на наличие 

метастазов в ипсилатеральных лимфатических узлах на медиальной границе 

малой грудной мышцы независимо от состояния подмышечных лимфатических 

узлов, а также на ипсилатеральные внутренние метастазы молочной железы, так и 

на метастазы подмышечных лимфатических узлов и на ипсилатеральные 

метастазы надключичных лимфатических узлов. Отдалённые метастазы 

оценивают для определения стадии M (metastasis). Стадия М1 обозначается при 

обнаружении отдалённых метастазов, в том числе в контралатеральных 

лимфатических узлах. Категория M1 указывает на IV стадию заболевания 

независимо от статуса T или N.  

Биомаркёры указывают на состояние рецепторов гормонов и HER2, и 

обусловливают специфичную терапию пациентов. Оценка экспрессии рецепторов 

эстрогенов (ERs) и рецепторов прогестерона (PRs) при РМЖ имеет важное 

значение, поскольку селективные модуляторы ER замедляют прогрессирование 

ER-позитивных и PR-позитивных опухолей (Kast K. et al., 2015). Кроме того, 

наличие HER2 ассоциировано с плохим прогнозом у пациентов, но использование 

в лечении HER2-таргетных препаратов, таких как трастузумаб, улучшают их 

прогноз (Moasser M.M., Krop I.E., 2015). 

Американский объединённый комитет  по злокачественным опухолям (The 
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American Joint Committee on Cancer - AJCC) в 8-ом издании определил 

патологические прогностические критерии, сочетающие анатомические стадии 

TNM, гормонально-рецепторный статус, включающий оценку экспрессии 

рецепторов эстрогена и прогестерона, статус рецептора эпидермального фактора 

роста человека 2 (HER2), а также гистологическую степень злокачественности 

опухоли (G) (Gabriel N.H. et al., 2017), что схематично представлено на Рисунке 4. 

 

 

Рисунок 4 - Патологические прогностические критерии 8-го издания AJCC 

Источник: Koh J., Kim M. J., 2019  

 

Примечание: (T) - размер опухоли; (N) - степень вовлеченности 

регионарных лимфатических узлов; (M) - отдалённое метастазирование; (G) - 

гистологическая степень злокачественности новообразований, где G1 - высоко, 

G2 - умерено и G3 - низкодифференцированные опухоли; экспрессия рецепторов 

эстрогена (ER+ положительная, ER- отрицательная), прогестерона (PR+ 

положительная, PR - отрицательная), эпидермального фактора роста человека 2 

(HER2+ положительная, HER2- отрицательная). 

 

Главным изменением в восьмом издании является включение биомаркёров 

для более точного прогнозирования клинических исходов и ответа на лечение на 

индивидуальной основе, не полагаясь исключительно на анатомические 

масштабы заболевания. 
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Традиционный подход к лечению рака заключается в уничтожении 

опухолевых клеток, однако существует параллельная идея трансформировать 

раковые клетки в нормальные, с помощью дифференцирующей терапии, которая 

направлена на подавление пролиферации и восстановления программы апоптоза 

(Ullah M. et al., 2020). Как правило, дифференцирующие агенты обладают 

меньшей токсичностью, чем химио- и лучевая терапия (Yan M., Liu Q., 2016). 

Начиная с конца 1970-х годов, предпринимались попытки применить различные 

химические молекулы для индукции дифференцировки раковых клеток. 

Прототипом дифференцированной терапии является транс-ретиноевая кислота, 

которая вызывает полную ремиссию у пациентов с острым промиелоцитарным 

лейкозом (de The´ H., 2018). В отличие от гемопролиферативных заболеваний, 

дифференцировочная терапия солидных опухолей представляет собой проблему. 

Вероятно, это связано с тем, что солидные опухоли представляют собой более 

сложную структуру, включающую активацию и ингибирование множества 

молекулярных каскадов, отвечающих за пролиферацию или дифференцировку 

клеток (Plotnikov A. et al., 2020). Дифференцирующая терапия представляется 

перспективной терапевтической моделью в дополнение к стандартным методам 

лечения опухолей, поскольку после неё низкодифференцированные опухолевые 

клетки могут вернуться к более дифференцированному, менее злокачественному 

фенотипу, при котором опухоль становиться более чувствительной к 

классической противоопухолевой терапии (Mukherjee S. et al., 2020).  

Фактор дифференцировки HLDF (Human Leukemia Differentiation Factor) 

выделен из культуральной среды клеток линии HL-60 (линия клеток про-

миелоцитарного лейкоза человека) и представляет собой гликозилированный 

белок с молекулярной массой  8,2 кДа, содержащий 54 аминокислотных остатка: 

Ala-Gly-Ile-Met-Ala-Ser-Leu-Leu-Lys-Met-Leu-Ser-Ala-Gly-Pro-Phe-Val-Gly-Trp-

Val-Ser-Gln-Met-Ile-Pro-Phe-Ser-Asp-Trp-Pro-Arg-Arg-Trp-His-Arg-Leu-Lys-Glu-

Leu-Leu-Thr-Gly-Glu-Asn-His-Arg-Cys-Gly-Ile-Phe-Val-Ile-Asn-Lys, который 

получается при гликозилировании и протеолитическом процессинге, в результате 

которого от N-конца экспрессированного белка отщепляется 43 аминокислотных 
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остатка  при расщеплении связи Q43 - A44. HLDF способен индуцировать 

дифференцировку клеток HL-60 в фенотипически зрелые гранулоциты. HLDF 

обнаруживается в организме человека как в норме, так и при патологических 

состояниях (Kostanyan I.A. et al., 2000). Считается, что аутоантитела к HLDF 

выступают в роли регуляторов его биологических эффектов. Результаты 

исследования пациентов с аденокарциномой желудка показали, что чем больше 

высокодифференцированных клеток в опухоли, тем выше уровень антител к 

HLDF (Соснина А.В. и др., 2014). HLDF взаимодействует с липидными 

компонентами клеточной мембраны, что приводит к изменению связывания 

цитокинов с мембраной, и, следовательно, оказывает влияние и на цитокин-

продуцирующую функцию клетки (Kostanyan I.A. et al., 2000). 

1.3. Эпителиально - мезенхимальный переход и его роль в канцерогенезе 

молочной железы 

Высокий процент летальных исходов отмечается у пациентов, имеющих, 

помимо первичной опухоли, очаги метастатического поражения (Lambert A.W. et 

al., 2017). Метастатический каскад представляет собой сложный, 

многоступенчатый процесс, включающий в себя локальную инвазию первичных 

опухолевых клеток в окружающие ткани; интравазацию (внедрение клеток в 

систему крово- или лимфообращения); остановку и экстравазацию через стенки 

сосудов в паренхиму отдалённых тканей; образование микро-метастатических 

колоний в паренхиме и последующий рост до размеров клинически выявляемых 

метастатических очагов (Hapach L.A. et al., 2019). Метастазирование традиционно 

считалось относительно поздним явлением при многоступенчатом 

прогрессировании опухоли, однако, на сегодняшний день предполагается, что 

метастазирование может часто происходить на ранних стадиях процесса 

неопластической трансформации, возможно, даже до того, как опухолевые клетки 

полностью трансформируются (Rhim A.D. et al., 2012). 

Одним из центральных процессов, наделяющих опухолевый клетки 

способностью покидать первичный очаг и перемещаться в отдалённые ткани, 
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является эпителиально-мезенхимальный переход. Программа ЭМП играет 

важную роль на этапах эмбрионального морфогенеза, а также в таких процессах, 

как: заживление ран, фиброз тканей и прогрессирование опухолей (Shibue T. et al., 

2017). Особенности ЭМП связаны с нарушением функционирования 

внутриклеточных плотных соединений и потерей белков, обеспечивающих 

контакт между соседними клетками, что в свою очередь, приводит к утрате 

эпителиальных признаков и приобретению мезенхимальной морфологии. Клетки, 

в процессе ЭМП, лишаются апикально-базальной полярности и белков 

межклеточной адгезии, и, в дальнейшем, между такими клетками ослабляются 

связи и происходит дезорганизация клеточных слоёв (Christofori G. et al., 2015). 

Программа ЭМП наделяет неопластические клетки свойствами, которые имеют 

решающее значение для инвазии и метастазирования, такими как повышенная 

подвижность и способность разрушать компоненты внеклеточного матрикса 

(Nieto M.A. et al., 2016). ЭМП включает в себя промежуточные состояния клеток 

между двумя конечными точками: эпителиальной и мезенхимальной. Поэтому, в 

некоторых случаях карциномы могут проявлять явные мезенхимальные свойства, 

способствующие распространению метастазов, тогда как в других, в опухолевых 

клетках отсутствуют признаки, связанные с ЭМП (Li W., Kang Y., 2016). 

ЭМП запускается в клетках карциномы сигналами, которые эти клетки 

получают от близлежащей опухолевой стромы, состоящей из фибробластов, 

миофибробластов, эндотелиальных, миелоидных и лимфоидных клеток. Такая 

«реактивная» строма продуцирует различные сигнальные молекулы, в том числе 

TGF-β, TNF-α, IL-1, IL-6 и IL-8, которые, воздействуя на опухолевые клетки, 

запускают в них ЭМП (Lambert A.W. et al., 2017). Например, на клеточных линиях 

РМЖ in vitro показано, что TNF-α, IL-6 и TGF-β, продуцируемые 

активированными Т-клетками, индуцируют экспрессию мезенхимальных белков, 

включая фибронектин, виментин и ZEB1 (Cohen E.N. et al., 2015). 

Соответственно, различные про-воспалительные цитокины из опухолевого 

микроокружения могут участвовать в активации ЭМП, и как следствие, в инвазии 

опухоли и её метастазировании (Jung H. Y. et al., 2015). На молекулярном уровне 



37 
 

при ЭМП обычно происходит потеря белка адгезии - кадгерина-E и 

цитокератинов вместе с увеличением мезенхимально-ассоциированных молекул: 

N-кадгерина, виментина и фибронектина (Lamouille S. et al., 2014).  

Кадгерин-E (CDH1), является одним из ключевых маркёров ЭМП. 

Семейство кадгеринов I типа включает трансмембранные гликопротеины, 

жизненно необходимые для морфогенеза и развития нормальной ткани (West J.J., 

Harris T.J., 2016). CDH1 представляет собой Ca2+ - зависимый трансмембранный 

гликопротеин, связывающий боковые поверхности эпителиальных клеток друг с 

другом посредством взаимодействия с β-катенином (Capaldo T.C. et al., 2014). В 

нормальных эпителиальных тканях с высокой экспрессией CDH1, β-катенин 

изолируется на мембране, что предотвращает его высвобождение в цитоплазму и 

попадание в ядро, где последний связывается ДНК-связывающими белками 

LEF/TCF, запуская сигнальный путь WNT инициирующий канцерогенез (Bruner 

H.C. et al., 2018). Следовательно, снижение экспрессии CDH1 ведёт к разрушению 

соединения адгезии - CDH1/β-катенин и способствует инвазии и 

метастазированию опухоли (Mendonsa A.M. et al., 2018), что отмечается у 

пациентов с плохим прогнозом при РМЖ (Horne H.N. et al., 2014). Тем не менее, 

учёные обнаружили, что метастатические очаги, происходящие из клеток РМЖ, 

которые подверглись ЭМП, имеют более высокую экспрессию CDH1 по 

сравнению с первичной опухолью (Chen L. et al., 2015). Следовательно, обратный 

ЭМП процесс, а именно мезенхимально-эпителиальный переход (МЭП), может 

происходить посредством повторной экспрессии CDH1, когда метастатические 

клетки начинают колонизировать вторичный очаг (Tsai J.H., Yang J., 2013). Таким 

образом, несмотря на то, что опухолевым клеткам необходима потеря CDH1, 

чтобы совершить ЭМП для получения инвазивности, повторная экспрессия CDH1 

и последующий МЭП нужны для выживаемости и колонизации при образовании 

вторичных метастазов (Yao D. et al., 2013). Поэтому, не рекомендуется 

использование только одного CDH1 в качестве прогностического маркёра при 

РМЖ (Wong S.H.M. et al., 2018). Помимо CDH1, в качестве маркёра ЭМП 

представляют интерес нехарактерный для эпителиальных клеток, но 
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экспрессирущийся мезенхимальными клетками коллаген II типа (CII) и 

способствующий миграции клеток β-1-интегрин (CD29). 

CD29 состоит из альфа- и бета-трансмембранных субъединиц, которые 

образуют, по меньшей мере, 24 различных гетеродимерных рецептора, 

контролирующих ряд биологических процессов посредством селективного 

связывания с внеклеточными субстратами (Sökeland G. et al., 2019). Интегрины 

экспрессируются в нормальных и опухолевых клетках и трансдуцируют сигналы 

из внеклеточной среды для модуляции клеточных реакций двумя путями: 

регулируя актиновый цитоскелет, посредством непосредственного связывания с 

белками: филамином, талином и винкулином (Calderwood D.A. et al., 2013) или 

запуская фосфорилирование киназы фокальной адгезии (FAK) и интегрин-

связанной киназы (ILK), для активации сигнальных путей PI3K/Akt и MAPK/Erk 

(Eiro N. et al., 2019). Эти сигнальные пути регулируют выживание, рост, адгезию, 

секрецию протеаз, инвазию и миграцию опухолевых клеток (Bianconi D. et al., 

2016). При прогрессировании опухоли внеклеточный матрикс претерпевает 

глубокие изменения в составе, структуре и механических свойствах, что 

способствует дерегулированию экспрессии и функции интегринов (Cooper J., 

Giancotti F.G., 2019). Интегрины могут менять баланс между стабилизацией или 

ремоделированием соединений адгезии, что в конечном итоге определяет 

миграционную способность эпителиальных клеток (Canel M. et al., 2013). CD29 

способствует миграции и инвазии опухолевых клеток (Hu C. et al., 2017), а также 

играет ключевую роль в регуляции перехода раковых клеток из спящего 

состояния в активное пролиферативное и метастазирующее (Liu C. et al., 2018). 

По данным мета-анализа Sun Q. и соавторов высокая экспрессия CD29 

положительно коррелировала с метастазированием и была связана с плохой 

общей выживаемостью при РМЖ, однако исследователи не выявили связи между 

повышением экспрессии CD29 и стадиями N и T, а также со статусом рецепторов 

ER, PR или HER (Sun Q. et al., 2018). 

В строме молочной железы, сеть коллагеновых волокон играет важную роль 

в качестве механического барьера. В ходе злокачественной прогрессии 
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происходит отложение коллагена в межклеточном пространстве, что 

сопровождается ремоделированием и уплотнением коллагеновых волокон, и, 

следовательно, повышает устойчивость опухолевых клеток к протеолитической 

деградации (Franchi M. et al., 2013). CII является компонентом хряща и 

вырабатывается в больших количествах хондроцитами, считается, что 

нормальные фибробласты его не секретируют. Однако в своём исследовании 

Clarke C.J. и соавторы обнаружили, что стромальные уровни CII тесно связаны с 

агрессивностью серозной карциномы яичников (Clarke C.J. et al., 2016). Данные 

множества исследований свидетельствуют о том, что ЭМП-родственные маркёры 

с большей вероятностью экспрессируются при тройном негативном 

молекулярном подтипе РМЖ и связаны с агрессивностью опухолей (Wu Y. et al., 

2016). 

Таким образом, приведённые литературные данные подчёркивают 

актуальность изучения цитокинов и маркёров эпителиально-мезенхимального 

перехода, отображающих функциональный потенциал клеток, составляющих 

микроокружение опухоли. 
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ГЛАВА 2. МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

 

2.1. Общая характеристика клинических групп 

В работе с пациентами соблюдались этические принципы, предъявляемые 

Хельсинской Декларацией Всемирной Медицинской Ассоциацией (World Medical 

Association Declaration of Helsinki 1964, в редакции 2013 г. с изменениями, 

внесёнными на 64-ой Генеральной Ассамблее ВМАЮ Форталеза, Бразилия, 

октябрь 2013). Окончательный диагноз устанавливался врачом - онкологом и 

врачом - патологоанатомом. Ни у кого из пациентов не было обострения очагов 

хронической инфекции. Дооперационная терапия ни одному из пациентов не 

проводилась. Обследованные пациенты находились на лечении в 3-ем 

онкологическом отделении ГКБ №1 г. Новосибирска. Все пациенты дали 

письменное согласие на участие в проводимом исследовании. Формы 

письменного согласия и информации для пациентов были разработаны и 

утверждены (протокол № 2016-3) этическим комитетом Научно-

исследовательского института молекулярной биологии и биофизики. 

Материалом исследования служили образцы молочной железы 146 

пациентов, которым была проведена мастэктомия, из них 111 пациентов с ИКНТ, 

средний возраст которых составил 56 лет (от 23 лет до 75 лет) и 35 больных с 

НЗМЖ, средний возраст которых составил 46 лет (от 18 лет до 67 лет). Метастазы 

в регионарные лимфатические узлы выявлены у 38 пациентов с ИКНТ, средний 

возраст которых составил 54 года (от 23 лет до 71 года), у остальных 73 

пациентов с ИКНТ в среднем возрасте 58 лет (от 35 лет до 75 лет) метастазы 

отсутствовали.  

Основываясь на данных литературы, пациенты с НЗМЖ были разделены на 

группы по риску малигнизации доброкачественного процесса (Visscher D.W. et al., 

2016) на две группы. Первую составили 22 пациента без пролиферации (НП) 

средний возраст которых составил 40 лет (от 18 лет до 60 лет), включающие 

фиброаденомы и фиброзно-кистозные изменения. Вторую - 13 пациентов с 

пролиферативными изменениями (ПР), с более высоким риском злокачественной 
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трансформации, средний возраст которых составил 54 года (от 38 лет до 67 лет), 

включающие пролиферативную форму фиброзно-кистозной болезни, фиброзно-

кистозные изменения с участками склерозирующего аденоза.  

Клиническая характеристика пациентов, распределённых на основе 

патологической прогностической классификации 8-го издания AJCC 

представлена в Таблице 1. Сведения об иммуногистохимических маркёрах 

получены из карт пациентов с ИКНТ. Все пациенты имели размер опухоли T1-T2 

и G2 - умеренную дифференцировку опухоли. Из-за наличия лимфогенного 

метастазирования и большего размера опухоли, пациенты IIB стадии (5 

пациентов), IIIA стадии (6 пациентов) были объединены в одну группу - III, в 

которую вошли 11 пациентов. 

 

Таблица 1 - Клиническая характеристика пациентов 

 

8-ed 

AJCC 

IA 

n=61 

IB 

n=22 

IIA 

n=17 

III 

n=11 

Возраст, 

годы 

57 

(35-75) 

55 

(23-75) 

57 

(38-75) 

52 

(39-69) 

T 
T1 38 (62%) 4 (18%) 3 (18%) 1 (9%) 

T2 23 (38%) 18 (82%) 14 (82%) 10 (91%) 

N 

N0 51 (84%) 6 (27%) 16 (94%) - 

N1 10 (16%) 12 (55%) 1 (6%) 5 (45%) 

N2 - 4 (18%) - 2 (18%) 

N3 - - - 4 (37%) 

ER 
+ 59 (97%) 21 (95%) 1 (6%) 3 (27%) 

- 2 (3%) 1 (5%) 16 (94%) 8 (73%) 

PR 
+ 56 (92%) 16 (73%) - 4 (37%) 

- 5 (8%) 6 (27%) 17 (100%) 7 (64%) 

HER2 
+ 19 (31%) 11 (50%) 4 (23%) 5 (45%) 

- 42 (69%) 11 (50%) 11 (77%) 6 (55%) 

Примечание: данные представлены в виде абсолютного числа больных (%), 

возраст в виде среднего значения (минимальное-максимальное), диаметр опухоли 

(Т), лимфогенное метастазирование (N), экспрессия рецепторов: эстрогена (ER), 

прогестерона (PR), эпидермального фактора роста человека второго типа (HER2). 
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2.2. Методы исследования 

Клеточная культура 

В качестве экспериментальной модели для сравнения показателей 

экспрессии мРНК и концентрации цитокинов, продуцируемых клетками, 

подвергнутых воздействию поликлональных активаторов, совместно со старшим 

научным сотрудником к.б.н. И.Д. Ивановым, была выбрана культура клеток 

промоноцитарного миелоидного лейкоза человека U937 (Liu L. et al., 2014). 

Суспензионную культуру U937 выращивали в среде RPMI, содержащей 

10% фетальной сыворотки при температуре 37ºC, в атмосфере 5% CO2 до 

концентрации 1,5 х 106 клеток на мл среды. Клетки осаждали при 800 g в течение 

5 мин и ресуспендировали в свежей порции среды, содержащей форбол-12-

миристат-13 ацетат (ФМА) в концентрации 60 нг/мл. После того как через 72 ч 

моноциты трансформировались в макрофаги, удаляли культуральную жидкость и 

вместе с ней не осевшие клетки. Затем инкубировали макрофаги в свежей порции 

среды без ФМА в течение 48 ч (Song M.G. et al., 2015). 

 

Определение концентрации цитокинов в клеточной культуре U937 

Для индукции цитокинов в этих предварительно дифференцированных 

клетках (макрофагах) использовали комплекс поликлональных активаторов (ПА), 

состоящий из фитогемагглютинина Р в концентрации 2 мкг/мл, 

фитогемагглютинина М в концентрации 2 мкг/мл, конканавалина А в 

концентрации 4 мкг/мл и липополисахарида из Escherichia coli в концентрации 2 

мкг/мл (стандартный набор, производства «Вектор-Бест», Россия). После 24 часов 

воздействия при 37ºC из культуральной жидкости удаляли клеточный дебрис 

центрифугированием при 2000 g в течение 4 мин, затем в супернатанте 

определяли концентрации IL-10, TNF-α, GM-CSF с помощью 

иммуноферментного анализа (АО «Вектор-Бест», Россия) согласно протоколу 

производителя. 
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Выделение нуклеиновых кислот 

Из предварительно дифференцированных клеток (макрофагов) выделяли 

РНК с использованием «TRI-REAGENT» (MRC, USA), согласно протоколу 

производителя. На обработку одной 3-сантиметровой лунки с клетками брали 200 

мкл реагента, клеточный лизат дважды экстрагировали 100 мкл смеси хлороформ-

изоамиловый спирт (24:1), разделяя фазы центрифугированием в течение 5 мин 

при 10 000 g. Затем вносили 200 мкл изопропилового спирта, осаждали РНК при 

12 000 g в течение 10 мин, дважды промывали осадок 80% этанолом, 

подсушивали и растворяли в бидистиллированной воде, содержащей RNA-secure 

реагент (Ambion, USA). 

 

Обратная транскрипция 

Обратную транскрипцию проводили с использованием набора «High 

Capacity cDNA Reverse Transcription Kit» (Applied Biosystems), согласно 

протоколу производителя. На реакцию брали 2-5 мкг суммарной РНК, добавляли 

рандом-праймеры, нагревали в течение 5 мин при 70ºС и переносили в ледяную 

баню на 2 мин, затем вносили смесь остальных реагентов (РНК-зависимую ДНК-

полимеразу, дезоксинуклеотид-трифосфаты), инкубировали в течение 10 мин при 

комнатной температуре, затем в термостате 2 ч при 37ºC. По окончании реакцию 

останавливали прогреванием при 85ºC в течение 15 мин. 

 

Полимеразная цепная реакция в режиме реального времени (ПЦР-РВ) 

Для определения уровня экспрессии выбранных генов проводили ПЦР с 

детекцией в режиме реальном времени.  В качестве референсного гена 

использовали «ген домашнего хозяйства» GAPDH. Дизайн праймеров 

осуществляли с использованием онлайн-программы 

https://eu.idtdna.com/calc/analyzer. Последовательности праймеров приведены в 

Таблице 2. ПЦР-РВ проводили с использованием «БиоМастер HS-qPCR SYBR 

Blue» (ООО Биолабмикс, Новосибирск). Реакцию проводили с предварительным 

нагревом до 95 ºС в течение 3 мин, с последующими 45 циклами амплификации, 

https://eu.idtdna.com/calc/analyzer
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включающими денатурацию при 95°С в течение 12 секунд и отжиг праймеров при 

58°С в течение 15 секунд. Съем флюоресценции в реальном времени проводился 

в течение 20 секунд при температуре 72°С. Относительный уровень экспрессии 

генов оценивали с использованием значений пороговых циклов Сt по методу ΔСt 

(разница между пороговыми значениями циклов генов цитокинов и референсного 

гена). На каждую точку брали по три повтора. 

 

Таблица 2 - Последовательности олигонуклеотидных праймеров 

Ген Последовательности 

GAPDH 
F: 5’- GGAGTCAACGGATTTGGTC-3’ 

R: 5’- TGGGTGGAATCATATTGGAACAT-3’ 

TNF-α 
F: 5’- GCTGAT CCGATTCCTGAAAC-3’ 

R: 5’- CTCAGCTTGAGGGTTTGC-3’ 

GM-CSF 
F:5’-GCTGCTGAGATGAATGAAACAG-3’ 

R:5’-CGGAAACTTCCTGTGCAAC-3’ 

IL-10 
F:5’-CAAGGCGCATGTGAACTC-3’ 

R:5’-GCTTTGTAGATGCCTTTCTCTTG-3’ 

Примечание: F - прямой праймер, R - обратный праймер. 

 

Определение концентрации цитокинов в супернатанте образцов ткани 

молочной железы 

В рамках исследования использовали образцы опухолей объёмом 8 мм3, 

полученные методом трепанобиопсии из максимально близко-лежащих участков 

молочной железы, что обеспечивало одинаковый клеточный состав, и исключало 

необходимость определения опухолевых клеток в каждом из образцов. Для 

определения спонтанной продукции (СП) образцы опухолей помещали во флакон, 

содержащий 1 мл питательной среды DMEM-F12 содержащей 2,5 ед/мл гепарина, 

100 мкг/мл гентамицина, 0,6 мг/мл L-глютамина. Для определения 

индуцированной продукции (ИП ПА) образцы опухолей помещали во флакон, 

содержащий 1 мл питательной среды DMEM-F12 и комплекс поликлональных 

активаторов ПА. Для определения стимулированной HLDF продукции образцы 

опухолей помещали во флакон, содержащий 1 мл питательной среды DMEM-F12 
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с добавлением HLDF в концентрации - 20 мкг/мл (предоставленного Институтом 

биоорганической химии им. академиков М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова 

РАН). Образцы инкубировали при 37ºC в течение 72 часов. После окончания 

инкубации материал переносили в пробирки и осаждали клетки 

центрифугированием при 900 g в течение 15 мин при 25ºC. Полученную 

надосадочную жидкость (супернатанты) аликвотировали и использовали для 

определения концентрации цитокинов. 

 

Иммуноферментный анализ 

Концентрацию цитокинов в полученных супернатантах оценивали методом 

твердофазного иммуноферментного анализа ELISA (enzyme-linked immunosorbent 

assay) с помощью наборов реагентов (АО «Вектор-Бест», Россия) согласно 

протоколу производителя. Оптическую плотность раствора окрашенного 

продукта измеряли с помощью спектрофотометра Thermo Scientific Multiskan FC. 

В соответствии с инструкцией по каждому набору реагентов для определения 

цитокинов были построены калибровочные кривые, с помощью которых 

определяли концентрации цитокинов в исходных образцах. Нижний предел 

чувствительности наборов составил для: TNF-α - 1,0 пг/мл, IFN-γ - 2,0 пг/мл, G-

CSF - 2,0 пг/мл, GM-CSF - 2,0 пг/мл, VEGF - 10,0 пг/мл, MCP-1 - 15,0 пг/мл, IL-2 - 

2,0 пг/мл, IL-4 - 1,0 пг/мл, IL-6 - 0,5 пг/мл, IL-8 - 2,0 пг/мл, IL-10 - 1,0 пг/мл, IL-

17А - 2,0 пг/мл, IL-18 - 2,0 пг/мл, IL-1β - 1,0 пг/мл и IL-1Ra - 10,0 пг/мл. 

Учитывали только те цитокины, уровни которых превышали нижний предел 

чувствительности используемых наборов. 

Влияние ПА на продукцию цитокинов в образцах ткани молочной железы 

оценивали по индексу влияния поликлональных активаторов (ИВПА), 

выраженному в условных единицах (у.е.), который высчитывали по формуле: 

ИВПА = А/Б, где А - концентрация цитокина при ИП ПА, а Б - концентрация 

цитокина при СП. 

Влияние HLDF на продукцию цитокинов в образцах ткани молочной 

железы оценивали по индексу влияния Human Leukemia Differentiation Factor 
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(ИВHLDF), выраженному в условных единицах (у.е.), который высчитывали по 

формуле: ИВHLDF = А/Б, где А - концентрация цитокина при воздействии HLDF, 

а Б - концентрация цитокина без воздействия HLDF (СП). 

Использование ИВПА и ИВHLDF позволяет получать объективные данные, 

за счёт нивелирования различий между содержанием клеток в образце опухоли, 

так как в каждом случае существует свой индивидуальный контроль - спонтанная 

продукция цитокинов, точно таким же количеством опухолевых клеток, которые 

находятся в образце ткани молочной железы при культивировании его с 

поликлональным активатором. 

 

Иммуногистохимическое исследование 

Иммуногистохимическое исследование экспрессии CII, CD29 и CDH1 

проводили на парафиновых срезах опухолей с использованием антител 

соответствующей специфичности наборами «Vectastain Universal Elite ABC Kit» 

(«Vector Laboratories», США) согласно протоколу производителя. Анализ 

экспрессии изучаемых маркёров проводился с помощью морфометрического 

комплекса на базе микроскопа «Микромед-6», цифровой камеры «DSM 510» и 

программного обеспечения ImageJ 1,42g (Национальный институт здоровья, 

США). Для каждого пациента оценивалось по 10 изображений (площадь каждого 

составляла 95578 мкм2). Подсчитывали относительное количество клеток 

экспрессирующих, либо не экспрессирующих каждый маркёр. При последующей 

оценке результатов, использовали отношение количества клеток, 

экспрессирующих маркёр, к количеству клеток не экспрессирующих его.  

 

Статистическая обработка данных 

Статистическая обработка полученных результатов проводилась с 

использованием программы SPSS v 17.0. Перед началом анализа определялся 

характер распределения данных с использованием уравнения Колмогорова-

Смирнова с определением поправки Шапиро-Уилка. Поскольку большинство 

исследованных параметров не удовлетворяло гипотезе о нормальном 
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распределении, проводили анализ с использованием непараметрического 

критерия Уилкоксона-Манна-Уитни для двух независимых выборок. Для 

сравнения одной группы с несколькими использовали поправку на 

множественные сравнения - H-критерий Краскела-Уоллиса. Различия считали 

статистически значимыми при р < 0,05. Для описания результатов исследования 

использовали медиану (Me), верхний и нижний квартили (Q1, Q3). С целью 

обнаружения взаимосвязи между исследуемыми показателями проводили 

корреляционный анализ путём вычисления коэффициента ранговой корреляции 

Спирмена, значимым признавали результат r > 0,400 при р < 0,05. 
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ГЛАВА 3. РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

3.1. Сравнение показателей экспрессии мРНК цитокинов с концентрацией 

цитокинов в кондиционной среде клеток, после воздействия на них 

поликлональных активаторов 

Наибольшее влияние поликлональные активаторы оказали на уровень мРНК 

GM-CSF-фактора роста, продуцируемого дифференцированными в макрофаги 

клетками U937 (Таблица 3). Что касается уровней мРНК IL-10 и TNF-α, то их 

изменения под влиянием ПА были менее выражены. Уровень мРНК TNF-α при 

воздействии ПА снижался, в то время как концентрация данного цитокина в 

супернатанте возрастала (Таблица 4). 

Таблица 3 - Уровень мРНК цитокинов в клетках U937, определённый при помощи 

ПЦР-РВ 

Ген 
СП ИП ПА 

Ct ΔCt Ct ΔCt 

IL-10 27,26 
10,76 

29,19 
10,34 

GAPDH 16,50 18,85 

TNF-α 25,44 
9,2 

28,65 
10,33 

GAPDH 16,24 18,32 

GM-CSF 31,10 
14,9 

27,79 
9,49 

GAPDH 16,20 18,30 

Примечание: ΔCt - разность между циклами выхода исследуемого цитокина и 

GAPDH. Ct (СП) - пороговый цикл при спонтанной продукции цитокина, Ct (ИП ПА) - 

пороговый цикл при воздействии поликлональных активаторов. 

Таблица 4 - Концентрация цитокинов в супернатанте культуры клеток U937 

Цитокины 
СП 

(пг/мл) 

ИП ПА 

(пг/мл) 

ИВПА 

(у.е.) 

IL-10 40,4 250,6 6,2 

TNF-α 96,6 308,3 3,2 

GM-CSF 9,5 452,5 47,6 

Примечание: СП - спонтанная продукция цитокина, ИП ПА - продукция 

цитокина при воздействии поликлональных активаторов, ИВПА - индекс влияния 

поликлональных активаторов. 
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Полученные нами результаты согласуются с данными литературы о том, что 

концентрация TNF-α в клеточной среде не отражает временных изменений в 

экспрессии его мРНК, так как, вероятно, происходит уменьшение количества 

мРНК, из-за ингибирования по механизму обратной связи (Murray P.J. et al., 2014). 

Согласно результатам исследования, ПА, являясь митогенами, оказывают 

существенное влияние на концентрацию секретируемых IL-10, TNFα и GM-CSF, 

помимо этого ПА оказывают влияние на уровни мРНК генов этих цитокинов, что 

указывает на транскрипционный механизм его действия. 

3.2. Влияние поликлональных активаторов на продукцию цитокинов 

образцами ткани молочной железы у пациентов с ИКНТ при наличии и 

отсутствии лимфогенного метастазирования и у пациентов с НЗМЖ при 

наличии и отсутствии пролиферативных изменений 

При сравнении концентраций цитокинов в супернатанте образцов ткани 

спонтанная продукция IL-1β, IL-18, IFN-γ и стимулированная ПА продукция IL-18 

была статистически значимо выше концентрации у пациентов с ИКНТ, по 

сравнению с НЗМЖ (Таблица 5). Более высокая СП IL-1β у пациентов с ИКНТ 

вероятно связана с тем, что согласно литературным данным, этот цитокин играет 

существенную роль в прогрессировании опухоли, стимулируя ангиогенез, путём 

увеличения VEGF через HIF-1α (Filippi I. et al., 2015), и, привлекая и активируя 

нейтрофилы, ингибирующие CD8+ T-клетки, в опухолевой очаг (Coffelt S.B. et al., 

2015). В литературе имеются противоречивые данные о роли IL-18 в опухоли. С 

одной стороны, этот цитокин может способствовать развитию неоплазмы, 

запуская апоптоз в NK-клетках (Park I.H. et al., 2017), усиливая ангиогенез и 

миграцию опухолевых клеток, изменяя экспрессию молекул адгезии и белков 

плотных контактов (Baker K.J. et al., 2019). С другой стороны, IL-18 усиливает 

противоопухолевый иммунитет и препятствует росту опухоли. Например, этот 

цитокин увеличивая секрецию IFN-γ, стимулирует NK-клетки, усиливая их 

цитотоксическую противоопухолевую активность (Widowati W. et al., 2020). 

Соответственно, повышенная спонтанная и индуцированная ПА продукция IL-18 



50 
 

в супернатантах образцов опухоли у пациентов с ИКНТ может свидетельствовать 

как о выраженном противоопухолевом ответе, так и об его про-опухолевых 

функциях. Тоже можно сказать и о более высокой СП IFN-γ у пациентов с ИКНТ, 

которая может быть связана как с его прямой противоопухолевой активностью 

(Castro F. et al., 2018), так и с тем, что, индуцируя генетическую нестабильность 

опухолевых клеток, IFN-γ способствует отбору наиболее злокачественного 

фенотипа опухолевых клеток (Mojic M. et al., 2017). Помимо этого, IFN-γ, 

продуцируемый CD8+ T-клетками, стимулирует стволовые клетки РМЖ, вызывая 

потерю антигена HER2, что делает их устойчивыми к HER2/neu-направленной 

терапии (King J. et al., 2017). 

При сравнении концентраций цитокинов в супернатанте образцов ткани у 

больных с НЗМЖ спонтанная продукция IL-6, IL-10, MCP-1 была статистически 

значимо выше, чем у пациентов с ИКНТ. Полученные нами результаты не совсем 

согласуются с литературными данными, согласно которым, эти цитокины 

принимают активное участие в экспансии и метастазировании опухоли (Fasoulakis 

Z. et al., 2018; Łukaszewicz-Zając M.et al., 2020; Kersten K.et al., 2017). Однако, 

учитывая плейотропизм цитокинов, а также неоднородность группы пациентов с 

НЗМЖ, более высокая продукция этих может быть связана как с элиминацией 

атипичных клеток, за счёт привлечения и усиления цитотоксической активности 

эффекторных CD8+ Т-клеток в микроокружении новообразования (Fisher D.T. et 

al., 2014; Mannino M.H. et al., 2015), так и с локальным иммуносупрессивным 

действием, за счёт увеличения количества Т-reg (Ouyang W. et al., 2019) и 

макрофагов М2 в ткани молочной железы (Gschwandtner M. et al., 2019), что 

способствует увеличению риска малигнизации. При воздействии ПА, на 

продукцию этих цитокинов, у пациентов c НЗМЖ по сравнению с ИКНТ 

сохраняются статистически значимые различия только для IL-10 и MCP-1. 

Комплекс ПА индуцировал продукцию IL-6 у пациентов с ИКНТ, но не оказывал 

никакого эффекта на продукцию этого цитокина у пациентов с НЗМЖ, что 

приводило к отсутствию достоверных различий по ИП ПА между пациентами, и 

указывает на особенности цитокин-продуцирующего ресурса в тканях молочной 
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железы у пациентов с НЗМЖ.  

 

Таблица 5 - Показатели концентраций при спонтанной и индуцированной ПА 

продукции цитокинов (пг/мл) в супернатантах образцов ткани молочной железы 

пациентов со злокачественными и доброкачественными заболеваниями молочной 

железы 

Цитокины 

СП ИП ПА 

1 НЗМЖ 2 ИКНТ 3 НЗМЖ 4 ИКНТ 

(Me; Q1-Q3) пг-мл 

IL-2 2,1 (2,0-2,2) 2,2 (2,0-4,7) 7,1 (2,0-13,1) 4,8 (2,0-10,0) 

IL-4 3,4 (2,6-5,0) 2,6 (1,6-4,1) 3,8 (2,6-4,5) 2,6 (1,5-3,9) 

IL-6 
541 (318-698) 354 (113-536) 502 

(185-695) 

475 

(267-665) p1-2 = 0,006 

IL-8 378 (236-670) 279 (144-407) 787(368-3037) 1137(379-2442) 

IL-10 
14,9 (4,5-46,9) 8,4 (2,7-14,9) 29,2 (9,2-65,3) 10,2 (3,3-31,3) 

p1-2 = 0,010 p3-4 = 0,018 

IL-17А 2,1 (2,0-2,2) 2,3 (2,0-4,9) 5,3 (2,0-33,0) 4,3 (2,0-15,1) 

IL-18 
15,4 (4,9-33,1) 60,4 (25,2-209) 31,7 (7,5-70,1) 106 (35,7-324) 

p1-2 = 0,00001 p3-4 = 0,0001 

IL-1β 
21,7 (9,9-43,2) 31,6 (14,7-70,3) 218 

(26,7-430) 

221 

(42,0-525) p1-2 = 0,040 

IL-1Ra 
3840 

(1316-6890) 

3880 

(1738-8925) 

6155 

(1985-9850) 

5489 

(2215-9935) 

TNF-α 5,6 (2,0-15,1) 4,9 (2,2-10,5) 20,0 (4,7-74,6) 9,3(1,9-38,6) 

IFN-γ 
5,4 (2,0-14,1) 10,5 (6,0-21,3) 15,3 

(5,6-41,6) 

14,1 

(6,1-42,1) p1-2 = 0,003 

G-CSF 615(80,3-2916) 544 (16,7-1921) 1344(583-2847) 1146(182-2755) 

GM-CSF 13,7 (3,2-68,7) 12,4 (3,8-39,4) 78,1 (24,5-269) 55,6 (10,5-156) 

VEGF 
1845 

(55,8-4741) 

2061  

(575-2936) 

880  

(44,9-3355) 

1378  

(471-2188) 

MCP-1 

3894 

(486-13543) 

1363 

(317-3012) 

3970  

(1194-9776) 

1748  

(604-3274) 

p1-2 = 0,010 p3-4 = 0,002 

Примечание: СП - спонтанная продукция, ИП ПА - индуцированная 

полиактиваторами продукция, количество пациентов с незлокачественными 

заболеваниями молочной железы (НЗМЖ) составило - 35, а с инвазивной карциномой 

неспецифического типа (ИКНТ) - 111, данные представлены в виде медианы (Me) и 

квартилей (Q1, Q3), статистически значимые различия при р < 0,05, определённые с 

помощью критерия Уилкоксона-Манна-Уитни. 

 

Пациенты с ИКНТ и с НЗМЖ между собой отличались по ИВПА на 

продукцию только TNF-α (Рисунок 5, Приложение А), при этом у пациентов с 
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НЗМЖ отмечались более высокие значения ИВПА на продукцию этого цитокина, 

что свидетельствовало о повышенном цитокин-продуцирующем ресурсе. 
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Рисунок 5 - Индекс влияния поликлональных активаторов (у.е.) на 

продукцию TNF-α у пациентов с заболеваниями молочной железы 

Примечание: Количество пациентов с незлокачественными заболеваниями 

молочной железы (НЗМЖ) составило - 35, а с инвазивной карциномой 

неспецифического типа (ИКНТ) - 111, данные представлены в виде медианы (Me) и 

квартилей (Q1, Q3), статистически значимые различия при р < 0,05, определённые с 

помощью критерия Уилкоксона-Манна-Уитни. 

 

Концентрации цитокинов в супернатанте при воздействии на образцы ткани 

молочной железы ПА и без него, у пациентов с ИКНТ при отсутствии и наличии 

лимфогенного метастазирования представлены в Таблице 6. При сравнении 

спонтанной продукции цитокинов в супернатанте образцов молочной железы у 

пациентов без лимфогенного метастазирования концентрация MCP-1 была выше, 

чем у пациентов при наличии лимфогенного метастазирования. При сравнении 

индуцированной ПА продукции цитокинов у пациентов без лимфогенного 

метастазирования концентрации IL-17А и MCP-1 были выше, чем у пациентов 

при наличии лимфогенного метастазирования.   
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Таблица 6 - Показатели концентраций при спонтанной и индуцированной ПА 

продукции цитокинов (пг/мл) в супернатантах образцов ткани молочной железы 

пациентов с ИКНТ при отсутствии (ЛМ-) и наличии лимфогенного 

метастазирования (ЛМ+) 

Цитокины 

СП ИП ПА 

1 ЛМ- 2 ЛМ+ 3 ЛМ- 4 ЛМ+ 

(Me; Q1-Q3) пг-мл 

IL-2 2,2 (2,0-3,2) 3,8 (2,0-6,7) 5,1 (2,0-11,2) 3,9 (2,0-8,5) 

IL-4 2,9 (1,7-4,0) 2,7 (1,9-6,5) 3,0 (2,1-3,8) 3,0 (1,5-4,9) 

IL-6 343 (144-530) 376(105-552) 474(276-667) 478(254-651) 

IL-8 263 (141-393) 321(185-540) 1275(392-240 5) 739(325-2740) 

IL-10 8,8 (3,4 -15,2) 6,4 (1,5 -13,9) 11,1 (4,7-33,8) 7,5 (1,1-24,7) 

IL-17А 
2,2 

(2,0-4,7) 

2,3 

(2,0-5,3) 

5,7 (2,2-21,7) 2,3 (2,0-6,8) 

p3-4 = 0,008 

IL-18 47,5 (18,2-206) 80,0(30,1 -228) 103 (38,7-284) 161 (29,7-406) 

IL-1β 31,6(14,4-70,3) 31,7(18,0-78,2) 255 (45,0-557) 155 (27,1-516) 

IL-1Ra 
3904 

(1731-9017) 

3730 

(2028-8067) 

5815  

(2050-15327) 

5110  

(2673-9329) 

TNF-α 4,9 (2,1-10,9) 4,9 (2,3-10,2) 11,5 (2,1-43,8) 7,1 (1,5-34,4) 

IFN-γ 9,2 (5,8-16,5) 12,2 (6,5-27,5) 14,7 (6,9-43,7) 9,8 (5,5-44,8) 

G-CSF 602(10,4 -1740) 422(33,9-621) 1146(247-2832) 1018(69,4 -1429) 

GM-CSF 14,3 (4,2-40,9) 11,6 (3,7-34,9) 60,1 (13,1-168) 35,2 (8,6-161) 

VEGF 2061(844-2710) 2023(398-3558) 1520 (647-2190) 836 (411-2099) 

MCP-1 
1773(402-5148) 687 (289-1806) 2354 (755-5784) 1124 (244-2589) 

p1-2 = 0,021 p3-4 = 0,007 

 Примечание: СП - спонтанная продукция, ИП ПА - индуцированная 

полиактиваторами продукция, количество пациентов с инвазивной карциномой 

неспецифического типа при наличии лимфогенного метастазирования (ЛМ+) составило 

- 38, а при отсутствии метастазов (ЛМ-) - 73, данные представлены в виде медианы (Me) 

и квартилей (Q1, Q3), статистически значимые различия при р < 0,05, определённые с 

помощью критерия Уилкоксона-Манна-Уитни. 

 

У пациентов без лимфогенного метастазирования ИВПА на продукцию IL-

17А был выше, чем у пациентов при наличии лимфогенного метастазирования, 

что говорит об истощённом цитокин-продуцирующим ресурсе у пациентов при 

наличии лимфогенного метастазирования (Рисунок 6, Приложение А). 
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Рисунок 6 - Индекс влияния поликлональных активаторов (у.е.) на 

продукцию IL-17A у пациентов с инвазивной карциномой неспецифического типа 

при наличии (ЛМ+) и отсутствии (ЛМ-) лимфогенного метастазирования 

Примечание: Количество пациентов с инвазивной карциномой неспецифического 

типа при наличии лимфогенного метастазирования (ЛМ+) составило - 38, а при 

отсутствии метастазов (ЛМ-) - 73, данные представлены в виде медианы (Me) и 

квартилей (Q1, Q3), статистически значимые различия при р < 0,05, определённые с 

помощью критерия Уилкоксона-Манна-Уитни. 
 

Незлокачественные заболевания молочной железы являются одним из 

существенных факторов риска развития РМЖ. Риск малигнизации НЗМЖ зависит 

от наличия или отсутствия пролиферативных изменений и клеточной атипии 

(Salamat F. et al., 2018). Не исключено, что определение продукции цитокинов, 

осуществляющих межклеточную коммуникацию при патологических 

образованиях молочной железы, даст возможность обнаружить начальный этап 

малигнизации незлокачественного процесса в молочной железе. Концентрации 

цитокинов в супернатантах образцов ткани молочной железы при воздействии 

поликлональных активаторов и без него, у пациентов с НЗМЖ, разделёнными на 

незлокачественные заболевания с наличием и отсутствием пролиферации 

представлены в Таблице 7. 
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Таблица 7 - Показатели концентрации при спонтанной и индуцированной ПА 

продукции цитокинов (пг/мл) в супернатантах образцов ткани молочной железы 

пациентов с НЗМЖ с наличием (ПР) или отсутствием (НП) пролиферации 

Цитокины 

СП ИП ПА 

1 НП 2 ПР 3 НП 4 ПР 

Me; Q1-Q3) пг-мл 

IL-2 2,2(2,0-3,3) 2,1(2,0-2,2) 6,3(2,0-12,7) 9,4(2,0-23,3) 

IL-4 3,0(2,6-4,7) 3,9(2,0-2,2) 3,4(2,6-4,2) 4,1(1,9-5,2) 

IL-6 584(385-671) 517(79,6-742) 527(126-686) 502(262-765) 

IL-8 399(283-672) 355(140-566) 1270(491-2803) 365(354-2423) 

IL-10 28,4(5,0-67,6) 10,0(4,8-18,4) 28,4(12,2-67,5) 30,4(6,1-60,5) 

IL-17А 2,2(2,0-2,3) 2,1(2,0-2,2) 5,4(2,2-10,4) 24,5(2,3-133) 

IL-18 20,3(13,5-34,6) 5,3(3,4-34,2) 49,9(23,2-74,4) 22,6(4,4-54,1) 

IL-1β 
20,3 

(7,8-44,2) 

30,9 

(13,1-47,4) 

413 (106-566) 35,4 (18,5-249) 

p3-4 = 0,011 

IL-1Ra 
3935 

(1688-8103) 

3847 

(415-5797) 

7917 

(1406-9917) 

3350  

(2064-9151) 

TNF-α 
8,8(2,7-18,2) 2,4(1,1-5,4) 38,2 

(6,8-91,3) 

8,1 

(2,2-53,7) p1-2 = 0,038 

IFN-γ 5,5(2,0-10,8) 4,4(2,0-17,3) 10,6(4,7-16,9) 39,1(5,6-52,3) 

G-CSF 

1136 

(438-2933) 

60,0 

(2,0-674) 

2784 

(1109-3024) 

541 

(108-678) 

p1-2 = 0,014 p3-4 = 0,001 

GM-CSF 
19,7 (6,1-87,5) 3,0 (2,0-35,5) 102 

(46,4-296) 

43,4 

(2,2-184) p1-2 = 0,025 

VEGF 2786(315-4814) 157(22,8-2220) 1361(68,4-4257) 223(10,1-3076) 

MCP-1 

11973 

(2844-17236) 

573 

(262-3497) 

12827 

(3660-15064) 

2188 

(380-3535) 

p1-2 = 0,006 p3-4 = 0,009 

Примечание: СП - спонтанная продукция, ИП ПА - индуцированная 

полиактиваторами продукция, количество пациентов с незлокачественными 

заболеваниями молочной железы без пролиферации (НП) составило - 22, а с наличием 

пролиферации (ПР) - 13, данные представлены в виде медианы (Me) и квартилей (Q1, 

Q3), статистически значимые различия при р < 0,05, определённые с помощью критерия 

Уилкоксона-Манна-Уитни. 

 

У пациентов c НЗМЖ без пролиферации СП TNF-α и GM-CSF статистически 

значимо выше, по сравнению с пациентами с ПР. Спонтанная и индуцированная 

ПА продукция G-CSF и MCP-1 статистически значимо выше у пациентов c НП по 
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сравнению с аналогичными показателями пациентов ПР. Вероятно, это связано с 

тем, что эти цитокины стимулируют миграцию нейтрофилов N1, которые 

секретируют IL-12, TNF-α, CCL3, CXCL9, CXCL10, способствующие 

рекрутированию и активации CD8+ Т-клеток, элиминирующих атипичные клетки 

и препятствующие малигнизации новообразования (Wang X. et al., 2018). 

Концентрация IL-1β при воздействии ПА, у пациентов c ПР статистически 

значимо ниже, по сравнению с пациентами НП. 

Пациенты с НП и с ПР между собой отличались по ИВПА на продукцию 

только IL-1β (Рисунок 7, Приложение А), при этом у пациентов с НЗМЖ без 

пролиферации отмечались более высокие значения ИВПА на продукцию этого 

цитокина. 
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Рисунок 7 - Индекс влияния поликлональных активаторов (у.е.) на 

продукцию IL-1β у пациентов с незлокачественными заболеваниями молочной 

железы при наличии (ПР) и отсутствии (НП) пролиферации 

Примечание: Количество пациентов с незлокачественными заболеваниями 

молочной железы при наличии (ПР) пролиферации составило - 13, а при отсутствии 

(НП) пролиферативных изменений - 22, данные представлены в виде медианы (Me) и 

квартилей (Q1, Q3), статистически значимые различия при р < 0,05, определённые с 

помощью критерия Уилкоксона-Манна-Уитни. 
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При сравнении подгрупп пациентов с ИКНТ и с НЗМЖ между собой было 

установлено что, пациенты с ИКНТ без лимфогенного метастазирования 

статистически значимо не отличались от пациентов с НЗМЖ без пролиферации, 

но у пациентов с ИКНТ с лимфогенным метастазированием ИВПА на продукцию 

IL-17А, IL-18, IL-1β и TNF-α ниже по сравнению с пациентами НЗМЖ без 

пролиферации (Рисунок 8, Приложение А). 
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Рисунок 8 - Индекс влияния поликлональных активаторов (у.е.) на 

продукцию цитокинов у пациентов с ИКНТ при наличии (ЛМ+) лимфогенного 

метастазирования и у пациентов с НЗМЖ при отсутствии пролиферации (НП) 

Примечание: Количество пациентов с незлокачественными заболеваниями 

молочной железы при отсутствии (НП) пролиферации составило - 22, а с инвазивной 

карциномой неспецифического типа при наличии (ЛМ+) лимфогенного 

метастазирования - 38, данные представлены в виде медианы (Me) и квартилей (Q1, Q3), 

статистически значимые различия при р < 0,05, определённые с помощью критерия 

Уилкоксона-Манна-Уитни. 

 

Низкие значения ИВПА у пациентов с лимфогенным метастазированием 

обусловлены как более высокой спонтанной продукцией цитокинов, так и низким 

ответом на митогенную стимуляцию, скорее всего за счёт того, что в опухоли 

идёт повышенный расход этих цитокинов при формировании микроокружения 
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способствующего дальнейшему росту и метастазированию неоплазмы.  

У пациентов с НЗМЖ с пролиферативными изменениями ИВПА на 

продукцию IL-17А выше по сравнению с пациентами с ИКНТ с лимфогенным 

метастазированием, а ИВПА на продукцию IL-1β ниже по сравнению с 

пациентами с ИКНТ с без лимфогенного метастазирования, что представлено на 

Рисунке 9 и в Приложении А. 

 

0

2

4

6

8

10

12

14

16

18

20

ЛМ+ ПР ЛМ- ПР

IL-17А IL-1β

И
В

П
А

н
а 

п
р

о
д

у
к
ц

и
ю

 

ц
и

то
к
и

н
о
в

у.
е.

*p=0,022

*p=0,008

 

Рисунок 9 - Индекс влияния поликлональных активаторов (у.е.) на 

продукцию цитокинов у пациентов с ИКНТ при наличии (ЛМ+) и отсутствии 

лимфогенного метастазирования (ЛМ-) и у пациентов с НЗМЖ при наличии 

пролиферации (ПР) 

Примечание: Количество пациентов с инвазивной карциномой неспецифического 

типа при наличии лимфогенного метастазирования (ЛМ+) составило - 38, при 

отсутствии метастазов (ЛМ-) - 73, с незлокачественными заболеваниями молочной 

железы при наличии пролиферации (ПР) - 13, данные представлены в виде медианы 

(Me) и квартилей (Q1, Q3), статистически значимые различия при р < 0,05, 

определённые с помощью критерия Уилкоксона-Манна-Уитни. H-критерий Краскела-

Уоллиса IL-17А p = 0,003; IL-1β p = 0,016. 

 

Сниженный ИВПА на продукцию IL-1β у пациентов с НЗМЖ с 

пролиферативными изменениями, вероятно, свидетельствует о том, что данный 



59 
 

цитокин играет более значимую роль на этапе возникновения клеточной атипии в 

тканях молочной железы, нежели уже в сформированной опухоли. Согласно 

результатам исследования, цитокин-продуцирующий ресурс IL-17А у пациентов с 

лимфогенным метастазированием был минимальным среди всех изученных 

групп, что вероятно, свидетельствует об активном использовании опухолью этого 

цитокина именно на процессы, связанные с метастазированием.  

3.3. Влияние поликлональных активаторов на продукцию цитокинов 

образцами ткани молочной железы у пациентов с ИКНТ с учётом их 

распределения согласно патологическим прогностическим критериям 8-го 

издания AJCC и у пациентов с НЗМЖ 

После исследования особенностей цитокин-продуцирующего ресурса у 

пациентов с ИКНТ при наличии и отсутствии лимфогенного метастазирования 

было интересно изучить, как влияют поликлональные активаторы на образцы 

ткани молочной железы пациентов распределённым по стадиям, учитывающим не 

только сам факт наличия лимфогенного метастазирования, но и размер опухоли, 

гистологическую степень злокачественности, а также экспрессию рецепторов 

эстрогена, прогестерона и HER2/neu. Как было описано выше, мы разделили 

пациентов с ИКНТ на патологические прогностические стадии на основе 

анатомической TNM классификации с учётом статуса рецепторов эстрогена, 

прогестерона, HER2, и гистологической степенидифференцировки опухоли. В 

Таблице 8 представлены концентрации цитокинов в супернатантах образцовткани 

молочной железы у пациентов с ИКНТ разделёнными по стадиям согласно 

патологическим прогностическим критериям 8-го издания AJCC и с НЗМЖ. 

Согласно результатам исследования, СП IL-6 и IL-8 достоверно ниже у 

пациентов с ИКНТ IA, по сравнению с аналогичными показателями у НЗМЖ, 

кроме того СП IL-8 достоверно ниже у пациентов с ИКНТ IA, по сравнению с IIA 

и III стадиями (Таблица 8). Вероятно, это связано с тем, что синтезируемый 

опухолевыми клетками на более тяжёлых стадиях IL-8 активирует 

эндотелиальные клетки, что усиливает ангиогенез и стимулирует секрецию 
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опухоль-ассоциированными макрофагами дополнительных факторов роста, что 

увеличивает скорость пролиферации и инвазии раковых клеток в опухолевом 

очаге (Long X. et al., 2016). СП IL-18 была выше у пациентов с ИКНТ (Таблица 5), 

и на всех патологических прогностических стадиях (Таблица 8) по сравнению с 

НЗМЖ. Продукция этого цитокина достигала максимальных значений у 

пациентов IIA стадии, и была достоверно выше по сравнению с IA и IB стадии, 

кроме того СП IL-18 была выше у пациентов III стадии по сравнению с IA. 

Высокие концентрации IL-18 сопутствующие большему опухолевым поражению 

согласно TNM, свидетельствует о доминировании его про-онкогенной роли. Этот 

цитокин может стимулировать дифференцировку незрелых NK-клеток, в фенотип 

экспрессирущий рецептор c-kit, которые истощая периферийный пул дендритных 

клеток, что способствует локальной иммуносупрессии и росту опухоли (Baker 

K.J. et al., 2019). 

СП IL-1β достоверно выше только у пациентов IIA стадии, чем у пациентов 

с НЗМЖ. При высоких концентрациях в опухолевой ткани IL-1β индуцирует 

продукцию IL-8 и MCP-1, что ведёт к повышению ангиогенеза и про-

метастатической активности опухолевых клеток (Liubomirski Y. et al., 2019). СП 

IFN-γ была выше у пациентов с ИКНТ на всех патологических прогностических 

стадиях по сравнению с аналогичным показателем у пациентов с НЗМЖ, кроме 

того продукция этого цитокина у пациентов IIA стадии была достоверно выше по 

сравнению с IA, это может быть обусловлено как прямым противоопухолевым 

действием этого цитокина, так и тем, что на более тяжёлых стадиях 

злокачественной прогрессии отмечается нарушение передачи сигнала IFN-γ и в 

условиях постоянно повышенной концентрации происходит отбор наиболее 

устойчивых к нему клонов опухолевых клеток. СП MCP-1 была ниже у пациентов 

с ИКНТ по сравнению с НЗМЖ (Таблица 5), хотя при анализе патологических 

прогностических стадий, была достоверно ниже только на IB и III стадиях по 

сравнению с НЗМЖ, кроме того у пациентов с ИКНТ III стадии СП этого 

цитокина была ниже, и по сравнению с остальными патологическими 

прогностическими стадиями. 
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Таблица 8 - Концентрация цитокинов (пг/мл) в супернатантах образцов ткани 

молочной железы пациентов с ИКНТ распределёнными согласно стадиям AJCC и 

у пациентов с НЗМЖ 

Цитокины 
I НЗМЖ IA IB IIA III 

(Me; Q1-Q3) пг/мл 

IL-2 2,1(2,0-2,2) 2,3(2,0-3,2) 2,8(2,0-10,2) 2,4(2,0-5,2) 3,8(2,0-6,5) 

IL-4 3,4(2,6-5,0) 3,2(1,6-4,6) 3,0(1,4-7,0) 1,9(1,7-3,1) 2,2(1,5-6,6) 

IL-6 

541 

(318-698) 

333 

(134-476) 
428 

(53,5-586) 

446 

(231-584) 

303 

(108-562) 
pI-IA = 0,004 

IL-8 

378 

(236-670) 

252 

(120-363) 
308 

(173-440) 

384 

(158-1350) 

540 

(307-761) 

pI-IA = 0,0003 pIA-IIA = 0,023 pIA-III = 0,003 

IL-10 
14,9 

(4,5-46,9) 

7,6 

(2,3-17,9) 

6,9 

(2,1-13,4) 

10,0 

(4,9-14,1) 

9,6 

(2,9-14,0) 

IL-17А 2,1(2,0-2,2) 2,2(2,0-4,7) 2,3(2,1-5,3) 2,7(2,1-8,0) 2,3(2,2-13,4) 

IL-18 

15,4 

(4,9-33,1) 

42,0 

(19,6-102) 

64,6 

(27,0-160) 

217 

(57-1135) 

155 

(43-324) 

pI-IB = 0,0004 pI-IIA = 0,0007 pI-III = 0,0004 

pI-IA = 0,0003 pIB-IIA = 0,016 pIA-IIA = 0,006 pIA-III = 0,021 

IL-1β 
21,7 

(9,9-43,2) 

24,0 

(12,4-55,0) 

39,7 

(17,8-94,6) 

46,0 

(17,6-100) 
41,9 

(20,2-95,3) 
pI-IIA = 0,015 

IL-1Ra 
3840 

(1316-6890) 

5159 

(1731-8627) 

3316 

(1717-10513) 

2843 

(1431-17968) 

4037 

(2809-5373) 

TNF-α 
5,6 

(2,0-15,1) 

5,2 

(2,8-12,4) 

5,5 

(2,3-8,5) 

4,5 

(2,5-8,8) 

4,3 

(2,1-7,4) 

IFN-γ 

5,4 

(2,0-14,1)  

8,7 

(5,2-12,6) 

13,1 

(2,2-28,3) 

16,2 

(8,0-41,1) 

11,2 

(8,5-26,0) 

pI-IIA =0,002 pI-IA = 0,033 pI-IB = 0,032 pIA-IIA = 0,013 pI-III = 0,021 

G-CSF 
615 

(80,3-2916) 

611 

(14,6-2147) 

560 

(29,4-933) 

149 

(20,1-2317) 

248 

(16,7-507) 

GM-CSF 
13,7 

(3,2-68,7) 

12,4 

(3,2-38,6) 

11,6 

(6,3-45,9) 

16,1 

(7,2-58,4) 

10,2 

(8,5-41,3) 

VEGF 
1845 

(55,8-4741) 

2036 

(353-2643) 

2704 

(908-3643) 

2105 

(712-2664) 

1903 

(570-2242) 

MCP-1 

3894 

(486-13543) 

1773 

(294-6160) 

1404 

(383-2984) 

1695 

(752-2664) 

375 

(167-1157) 

pI-IB = 0,037 pIA-III=0,022 pIB-III = 0,043 pIIA-III = 0,010 pI-III = 0,010 

Примечание: Количество пациентов с незлокачественными заболеваниями 

молочной железы (НЗМЖ) составило - 35, а с инвазивной карциномой 

неспецифического типа IA группы - 61, IB группы - 22, IIA группы - 17 и III группы - 11, 

данные представлены в виде медианы (Me) и квартилей (Q1, Q3), статистически 

значимые различия при р < 0,05, определённые с помощью критерия Уилкоксона-

Манна-Уитни. H-критерий Краскела-Уоллиса: IL-6 p = 0,049; IL-8 p = 0,006; IL-18 

p = 0,007; IL-1β p = 0,050; IFN-γ p = 0,047; MCP-1 p = 0,045. 
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При воздействии комплекса поликлональных активаторов продукция IL-10 

была достоверно ниже у пациентов с ИКНТ, чем у НЗМЖ (Таблица 5), хотя в 

патологических прогностических группах достоверное снижение IL-10 по 

сравнению с пациентами НЗМЖ было только у пациентов с ИКНТ IB и IIA стадий 

(Таблица 9). У пациентов III группы продукция IL-1β и IL-1Ra, при воздействии 

комплекса поликлональных активаторов, была минимальной и достоверно более 

низкой по сравнению с IA и IB стадиями. Стимулированная ПА продукция GM-

CSF была достоверно ниже у пациентов с ИКНТ IIA по сравнению с аналогичным 

показателем пациентов НЗМЖ и ИКНТ IA стадии. Что скорее всего связано с тем, 

что у пациентов с НЗМЖ и ИКНТ IA моноциты, подвергшиеся воздействию GM-

CSF, дифференцируются в дендритные клетки, которые способны к фагоцитозу и 

презентации антигенов цитотоксическим Т-клеткам (Briseño C.G. et al., 2016), тем 

самым реализуя противоопухолевой потенциал, а у пациентов с ИКНТ IIA стадии 

GM-CSF способствует рекрутированию и дифференцировке миелоидных 

супрессорных клеток, формирующих иммуносупрессивное, благоприятное для 

развития опухоли, микроокружение (Dougan M. et al., 2019). Стимулированная 

ПА продукция MCP-1 была достоверно ниже у пациентов с ИКНТ всех 

патологических прогностическихстадий, кроме IA, по сравнению с аналогичным 

показателем при НЗМЖ. 

 

Таблица 9 - Концентрация цитокинов при воздействии ПА (пг/мл) в 

супернатантах образцов ткани молочной железы пациентов с ИКНТ 

распределёнными согласно стадиям AJCC и у пациентов с НЗМЖ 

Цитокины 
I НЗМЖ IA IB IIA III 

(Me; Q1-Q3) пг/мл 

IL-2 7,1(2,0-13,1) 5,3(2,0-10,1) 4,0(2,0-13,1) 3,8(2,0-6,1) 3,0(2,0-31,2) 

IL-4 3,8(2,6-4,5) 3,0(2,4-3,9) 2,6(2,0-5,5) 2,4(2,1-3,0) 2,6(2,2-4,2) 

IL-6 
502 

(185-695) 

464 

(242-673) 

413 

(201-502) 

491 

(251-667) 

534 

(301-678) 

IL-8 
787 

(368-3037) 

1275 

(391-2351) 

796 

(357-3517) 

1585 

(398-3370) 

692 

(319-2271) 

IL-10 
29,2 

(9,2-65,3) 

11,5 

(4,2-53,5) 

7,7(2,1-16,4) 9,1(3,0-19,3) 15,9 

(2,4-31,3) pI-IB = 0,007 pI-IIA = 0,008 

IL-17А 5,3(2,0-33,0) 5,4(2,9-24,5) 3,7(2,0-8,1) 3,5(2,5-15,6) 2,2(2,0-173) 
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Продолжение Таблицы 9 

Цитокины 
I НЗМЖ IA IB IIA III 

(Me; Q1-Q3) пг/мл 

IL-18 
31,7 

(7,5-70,1) 

103 

(38,8-268) 

103 

(21,4-271) 

116 

(23,9-445) 

246 

(26,1-512) 

IL-1β 
218 

(26,7-430) 

273 

(51,4-582) 

253 

(58,9-562) 
76,0 

(27,2-484) 

55,1 

(20,0-221) 

pIB-III = 0,047 pIA-III = 0,033 

IL-1Ra 
6155 

(1985-9850) 

6850 

(2702-15325) 

8853 

(2799-19131) 
2261 

(1331-16025) 

2977 

(1307-5407) 

pIB-III = 0,047 pIA-III = 0,030 

TNF-α 20,0(4,7-74,6) 
16,9 

(2,6-53,8) 
8,6(2,1-23,0) 3,1(1,3-11,8) 3,9(1,7-33,6) 

IFN-γ 15,3(5,6-41,6) 
13,4(5,8-

43,0) 
18,2(6,7-47,7) 

11,6 

(6,7-51,5) 
14,6(5,0-52,8) 

G-CSF 
1344 

(583-2847) 

1273 

(612-2859) 
1262 

(151-1998) 

157 

(52,9-1615) 
645 

(305-1429) 
pIA-IIA=0,034 pI-IIA = 0,014 

GM-CSF 
78,1 

(24,5-269) 

86,3 

(14,5-194) 
38,2 

(10,0-138) 

18,7 

(4,6-42,9) 
35,3 

(8,8-346) 
pIA-IIA =0,019 pI-IIA = 0,011 

VEGF 
880 

(44,9-3355) 

1320 

(305-1859) 

1504 

(509-3651) 

1786 

(660-2470) 

714 

(587-1613) 

MCP-1 
3970 

(1194-13776) 

2678 

(805-9071) 

1186 

(468-3079) 

1138 

(683-2171) 

1053 

(270-2672) 

pI-IB = 0,004 pI-IIA = 0,007 pI-III = 0,003 

Примечание: Количество пациентов с незлокачественными заболеваниями 

молочной железы (НЗМЖ) составило - 35, а с инвазивной карциномой 

неспецифического типа IA группы - 61, IB группы - 22, IIA группы - 17 и III группы - 11, 

данные представлены в виде медианы (Me) и квартилей (Q1, Q3), статистически 

значимые различия при р < 0,05, определённые с помощью критерия Уилкоксона-

Манна-Уитни. H-критерий Краскела-Уоллиса: IL-10 p = 0,025; IL-1β p = 0,048; IL-1Ra 

p = 0,050; G-CSF p = 0,049; GM-CSF p = 0,039; MCP-1 p = 0,023. 

 

ИВПА на продукцию IL-8 достоверно выше у пациентов с ИКНТ IA стадии, 

по сравнению с пациентами с НЗМЖ и с ИКНТ III стадии (Таблица 10), что 

свидетельствует о высоком цитокин-продуцирующем ресурсе у пациентов с 

ИКНТ IA стадии и о неспособности продуцировать IL-8 образцами ткани 

молочной железы пациентов с ИКНТ на более тяжёлых клинико-патологических 

стадиях в ответ на экзогенные стимулы. ИВПА на продукцию IL-10 достоверно 

выше у пациентов IA стадии, по сравнению с пациентами IIA. ИВПА на 

продукцию IL-17А был достоверно ниже у пациентов с ИКНТ IB стадии, по 
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сравнению с пациентами с НЗМЖ. Деление на патологические прогностические 

стадии позволяет разделить пациентов с метастазами на стадии IB и III 

основываясь на размере и молекулярном подтипе опухоли, что позволяет 

предположить, что низкий цитокин-продуцирующий ресурс на продукцию этого 

цитокина присущ только пациентам с лучшими прогностическими критериями, а 

именно с меньшим размером опухоли и положительной экспрессией ER и PR. 

ИВПА на продукцию IL-18 был достоверно ниже у пациентов с ИКНТ IIA стадии 

по сравнению с пациентами с НЗМЖ и с пациентами ИКНТ IA и IB, в то время 

как ИВПА на продукцию IL-18 у пациентов с ИКНТ IA был примерно на одном 

уровне с пациентами с НЗМЖ. Снижение ИВПА у пациентов с ИКНТ IIA стадии 

обусловлено высокой СП IL-18. ИВПА на продукцию IL-1β был достоверно ниже 

у пациентов с ИКНТ III стадии, по сравнению с аналогичным показателем у 

пациентов с НЗМЖ, IA и IB, а также достоверно ниже у пациентов IIA по 

сравнению с IA стадией, эта разница обусловлена высокой СП этого цитокина у 

пациентов при более тяжёлой опухолевой прогрессии. ИВПА на продукцию TNF-

α был достоверно ниже у пациентов с ИКНТ IIA стадии, по сравнению с 

аналогичным показателем у пациентов с НЗМЖ и ИКНТ IA и IB стадий, хотя у 

пациентов с IA и IB стадий значения ИВПА на продукцию TNF-α находятся 

примерно на одном уровне с показателем ИВПА у пациентов НЗМЖ, что 

свидетельствует об истощении цитокин-продуцирующего ресурса у пациентов на 

более тяжёлых патологических прогностических стадиях опухолевой прогрессии. 

ИВПА на продукцию IFN-γ достоверно ниже у пациентов с ИКНТ IIA стадии, по 

сравнению с аналогичным показателем у пациентов с НЗМЖ, что обусловлено 

высокой СП IFN-γ. ИВПА на продукцию GM-CSF был достоверно ниже у 

пациентов с ИКНТ IIA стадии, по сравнению с пациентами с НЗМЖ, а при 

сравнении патологических прогностических стадий, ИВПА на продукцию этого 

цитокина у пациентов ИКНТ IIA стадии был ниже по сравнению с показателями 

остальных стадий. ИВПА на продукцию MCP-1 был достоверно ниже у пациентов 

с ИКНТ IIA стадии, по сравнению с пациентами с НЗМЖ и с ИКНТ IA и III 

стадий.  
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Таблица 10 - Индекс влияния поликлональных активаторов на продукцию 

цитокинов (у.е.) в супернатантах образцов ткани молочной железы пациентов с 

ИКНТ распределёнными согласно стадиям AJCC и у пациентов с НЗМЖ 

Цитокины 
I НЗМЖ IA IB IIA III 

(Me; Q1-Q3) у.е. 

IL-2 1,8(1,0 -6,0) 2,0(1,0-4,4) 1,0(0,7-2,0) 1,0(0,5-2,5) 1,0(0,8-9,0) 

IL-4 0,9(0,8-1,2) 0,9(0,6-1,2) 0,8(0,6-1,0) 1,1(0,9-1,8) 1,0(0,5-3,4) 

IL-6 1,0(0,7-1,5) 1,2(0,8-2,5) 1,0(0,6-3,6) 1,0(0,9-2,1) 1,4(1,0-2,4) 

IL-8 
2,5 

(1,1-5,6) 

5,6(1,9-13,1) 2,8 

(1,0-19,2) 

1,4 

(1,0-15,4) 

1,2(1,0-5,9) 

pI-IA = 0,020 pIA-III=0,037 

IL-10 
1,2 

(0,7-3,5) 

2,0 

(0,9-5,9) 

1,0 

(0,8-1,7) 

1,3(0,3-2,1) 1,2 

(0,6-2,9) pIA-IIA=0,039 

IL-17А 
2,7 

(1,0-11,8) 

1,4 

(1,0-8,5) 

1,0(0,7-2,3) 1,7 

(1,0-3,1) 

1,0 

(0,6-4,4) pI-IB=0,007 

IL-18 
2,0 (1,0-3,8) 1,9 

(0,9-4,7) 

1,6(0,8-3,0) 0,7(0,3-1,1) 1,1 

(1,0-1,6) pI-IIA=0,0002 pIB-IIA=0,013 pIA-IIA=0,0002 

IL-1β 
6,1(1,2-21,5)  7,2 

(2,5-19,8) 

4,9(1,4-15,8) 1,7(0,5-3,7) 1,0(0,6-2,0) 

pI-III=0,020 pIB-III=0,015 pIA-IIA=0,002 pIA-III=0,001 

IL-1Ra 1,3(0,9 -2,5) 1,1(0,9-2,7) 1,0(0,9-2,4) 0,9(0,8-1,1) 1,0(0,6-1,1) 

TNF-α 
2,4 (1,3 -7,0) 2,3 

(1,0-6,2) 

1,8(0,8-4,1) 0,8(0,4-1,4) 0,6 

(0,5-5,0) pI-IIA=0,0003 pIB-IIA=0,047 pIA-IIA=0,003 

IFN-γ 
1,7 

(1,0 -4,8) 

1,2 

(0,8-3,1) 

1,1 

(0,6-4,6) 

0,9(0,3-2,4) 1,0 

(0,7-1,7) pI-IIA=0,037 

G-CSF 1,2(1,0 -6,6) 1,5(1,0-6,0) 1,5(1,0-4,9) 1,0(0,5-3,7) 1,3(0,7-20,2) 

GM-CSF 
3,7(1,4 -9,3) 3,4 

(1,6-10,4) 

3,0(1,0-7,3) 1,0(0,6-1,4) 2,8(1,0-9,5) 

pI-IIA=0,0002 pIB-IIA=0,015 pIA-IIA=0,0001 pIIA-III=0,025 

VEGF 0,9(0,5 -1,1) 0,8(0,4-1,2) 0,8(0,3-1,2) 1,0(0,6-1,6) 0,7(0,4-1,2) 

MCP-1 
1,1  

(0,9 -1,9) 

1,2(0,7-2,8) 1,0 

(0,4-1,5) 

0,7(0,4-1,0) 1,6(1,1-2,6) 

pIA-IIA=0,026 pI-IIA=0,011 pIIA-III=0,036 

Примечание: Количество пациентов с незлокачественными заболеваниями 

молочной железы (НЗМЖ) составило - 35, а с инвазивной карциномой 

неспецифического типа IA группы - 61, IB группы - 22, IIA группы - 17 и III группы - 11, 

данные представлены в виде медианы (Me) и квартилей (Q1, Q3), статистически 

значимые различия при р < 0,05, определённые с помощью критерия Уилкоксона-

Манна-Уитни. H-критерий Краскела-Уоллиса: IL-8 p = 0,049; IL-10 p = 0,047; IL-17A 

p = 0,050; IL-18 p = 0,002; IL-1β p = 0,0005; TNF-α p = 0,019; IFN-γ p = 0,049; GM-CSF 

p = 0,001; MCP-1 p = 0,040. 

 

Различия в продукции цитокинов при патологических прогностических 

стадиях ИКНТ отражают изменения, происходящие в опухоли и её 

микроокружении. Например, группа пациентов с ИКНТ при сочетании 

положительной экспрессии ER, PR, HER2 с отсутствием лимфогенного 
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метастазирования характеризуется минимальными отличиями от пациентов с 

НЗМЖ, в то время как пациентам с ИКНТ при сочетании отрицательной 

экспрессии ER, PR, HER2 и отсутствии метастазов в регионарных лимфатических 

узлах присущи наиболее выраженные отличия в продукции цитокинов от 

пациентов с НЗМЖ. 

 

3.4. Экспрессия маркёров эпителиально-мезенхимального перехода в 

образцах молочной железы у пациентов с заболеваниями молочной железы 

Изучение иммуногистохимических маркёров ЭМП не выявило 

статистически значимых различий по показателям экспрессии CDH1 в образцах 

ткани молочной железы у пациентов с ИКНТ и с НЗМЖ, что свидетельствует о 

том, что группа пациентов с НЗМЖ неоднородна, поскольку у большинства 

пациентов с ИКНТ отсутствовала экспрессия CDH1 (Рисунок 10А), а у пациентов 

с НЗМЖ отмечалась как слабая (Рисунок 10Б), так и выраженная экспрессия 

(Рисунок 10В) CDH1. 

 

 

Рисунок 10 - Иммуногистохимическое определение CDH1 с последующей 

докраской ядер гематоксилином Майера 

Примечание: Клетки, экспрессирующие CDH1 имеют коричневую окраску. А - 

отсутствие экспрессии CDH1 (ИКНТ с T2N0M0, G2, люминальный А молекулярный 

подтип), Б - слабая экспрессия CDH1 (фиброаденомотоз), В - выраженная экспрессия 

CDH1 (фиброаденома). 
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Показатели экспрессии CD29 в образцах молочной железы у пациентов с 

ИКНТ были статистически значимо выше, чем у пациентов с НЗМЖ (p=0,029), 

однако, несмотря на это, в группе с НЗМЖ, пациенты по-разному экспессировали 

этот маркёр (Рисунок 11). 

 

Рисунок 11 - Иммуногистохимическое определение CD29 с последующей 

докраской ядер гематоксилином Майера 

Примечание: Клетки, экспрессирующие CD29 имеют коричневую окраску. А - 

выраженная экспрессия CD29 (ИКНТ с T3N2M0, G2, тройной негативный 

молекулярный подтип), Б - умеренная экспрессия CD29 (фиброаденомотоз с участками 

склерозирующего аденоза), В - отсутствие экспрессии CD29 (фиброаденома). 

Из всех изученных нами маркёров, экспрессия CII была самой слабой у всех 

пациентов, что приводило к отсутствию статистически значимых различий между 

пациентами с ИКНТ и НЗМЖ, однако у части пациентов была выявлена 

умеренная экспрессия этого маркёра (Рисунок 12). 
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Рисунок 12 - Иммуногистохимическое определение CII с последующей 

докраской ядер гематоксилином Майера 

Примечание: Клетки, экспрессирующие CII имеют коричневую окраску. А - 

умеренная экспрессия CII (ИКНТ с T1N0M0, G2, люминальный А молекулярный 

подтип), Б - умеренная экспрессия CII (фиброаденома с участками протоковой 

гиперплазии), В - отсутствие экспрессии CII (фиброаденома). 

 

3.5. Взаимосвязь между концентрацией цитокинов в супернатантах образцов 

ткани молочной железы при влиянии на них поликлональных активаторов и 

маркёрами ЭМП в образцах ткани молочной железы у пациентов с 

заболеваниями молочной железы 

При изучении взаимосвязи между продукцией цитокинов и экспрессией 

маркёров ЭМП у пациентов с ИКНТ были обнаружены умеренные обратные 

корреляционные связи между СП IL-18, IL-1β, MCP-1 и экспрессией CII (r = -

0,401; p = 0,005; r = -0,437; p = 0,002; r = -0,428; p = 0,002 соответственно), а также 

умеренная прямая корреляционная связь между ИВПА на продукцию IL-8, IL-18 

и экспрессией CII (r = 0,415; p = 0,004; r = 0,456; p = 0,001 соответственно). 

Прямые корреляционные связи между экспрессией CII и ИВПА на продукцию 

цитокинов у пациентов с ИКНТ могут свидетельствовать о наличии 

молекулярных перестроек в клетках опухоли и, вероятно, о дальнейшем 

отложении коллагена, что в конечном итоге повышает выживаемость раковых 

клеток (Franchi M. et al., 2013). 

У пациентов с НЗМЖ были обнаружены умеренные прямые 

корреляционные связи между СП IL-18, IL-1β, IL-1Ra и экспрессией CD29 

(r = 0,609; p = 0,012; r = 0,500; p = 0,049; r = 0,621; p = 0,010 соответственно), 

между концентрацией при влиянии ПА на продукцию IL-1β и CD29 (r = 0,550; 

p = 0,027). Наличие прямых корреляционных связей между экспрессией 1β-

интегрина и спонтанной продукцией про-воспалительных цитокинов вероятно 

связано с тем, что CD29 запуская NF-kB сигнальный каскад, активирует 

фибробласты в микроокружении образований молочной железы, которые и 

синтезируют эти цитокины (Fang T. et al., 2018). 



69 
 

У пациентов без лимфогенного метастазирования были обнаружены 

умеренные обратные корреляционные связи: между СП IL-18, IL-1β, MCP-1 и 

экспрессией CII; между концентрацией цитокинов при влиянии ПА на продукцию 

IL-6, TNF-α и экспрессией CDH1; между CDH1 и ИВПА на продукцию TNF-α, а 

также умеренные прямые между CII и ИВПА на продукцию IL-6, IL-8, IL-18 и G-

CSF (Таблица 11). 

У пациентов с лимфогенным метастазированием также были выявлены 

умеренные корреляционные связи: обратная - между СП IL-17A и экспрессией 

маркёра CDH1, и между СП IL-1β, MCP-1 и CII; прямая - между СП IL-1Ra и 

CDH1. Умеренная прямая корреляционная связь была обнаружена между ИП ПА 

на продукцию IL-6, IL-8, G-CSF и экспрессией маркёра CD29; между CDH1 и 

ИВПА на продукцию IL-17A; между CD29 и ИВПА на продукцию IL-6, IL-1Ra, 

G-CSF, VEGF, а также между CII и ИВПА на продукцию IL-1β.  

Таблица 11 - Сопряжённость между продукцией цитокинов и маркёрами ЭМП у 

пациентов с ИКНТ при наличии и отсутствии лимфогенного метастазирования 

ИКНТ 

при отсутствии метастазов 

ИКНТ 

при наличии метастазов 

Сравниваемые 

показатели 
R p 

Сравниваемые 

показатели 
R p 

СП 

CII 

IL-18 -0,441 0,019 
CDH1 

IL-17А -0,485 0,035 

IL-1β -0,423 0,025 IL-1Ra 0,672 0,002 

MCP-1 -0,433 0,021 CII 
IL-1β -0,496 0,031 

MCP-1 -0,535 0,018 

ИП ПА 

CDH1 
IL-6 -0,486 0,009 

CD29 
IL-6 0,568 0,011 

TNF-α -0,456 0,015 IL-8 0,533 0,019 

ИВПА 

CDH1 TNF-α -0,530 0,004 

CD29 

IL-6 0,483 0,036 

CII 

IL-6 0,463 0,013 IL-1Ra 0,530 0,019 

IL-8 0,629 0,001 G-CSF 0,476 0,039 

IL-18 0,477 0,010 VEGF 0,480 0,038 

G-CSF 0,526 0,004 CII IL-1β 0,522 0,022 

Примечание: Количество пациентов с инвазивной карциномой неспецифического 

типа при наличии лимфогенного метастазирования (ЛМ+) составило - 38, при 

отсутствии метастазов (ЛМ-) - 73, статистически значимым признавали результат 

r > 0,400 при р < 0,05 коэффициента ранговой корреляции Спирмена. 
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Следовательно, обнаружены различия между маркёрами ЭМП и 

показателями продукции цитокинов в зависимости от наличия или отсутствия 

лимфогенного метастазирования. Обратная корреляционная связь между 

концентрацией при СП IL-1β, MCP-1 и экспрессией CII была характерна для 

всехпациентов с ИКНТ, а между СП IL-18 и экспрессией CII обратные 

корреляционные связи отмечаются только у пациентов без лимфогенного 

метастазирования. Прямая корреляционная связь между показателем экспрессии 

CII и ИВПА на продукцию IL-8 и IL-18 характерна для всех пациентов с ИКНТ, 

однако при разделении пациентов на имеющих лимфогенное метастазирование и 

без него, такая корреляционная связь отсутствует у пациентов с метастазами в 

лимфоузлах. Особенность пациентов с лимфогенным метастазированием 

заключается в наличии прямых корреляционных связях между продукцией 

цитокинов и экспрессией CD29. 

При выделении в отдельную группу пациентов с НЗМЖ без пролиферации 

были обнаружены сильные корреляционные связи: прямая - между СП IL-8 и 

экспрессией CDH1, а также между CD29 и СП IL-18, IL-1β; обратная - между СП 

IL-10 и CDH1; прямая корреляционная связь между концентрацией при влиянии 

ПА на продукцию IL-8 и экспрессией CDH1, обратная - между CDH1 и ИП ПА на 

продукцию IL-10 и TNF-α; прямая - между CDH1 и ИВПА на продукцию IL-18 и 

G-CSF (Таблица 12). 

У пациентов с НЗМЖ с пролиферативными изменениями была обнаружена 

сильная прямая корреляционная связь между СП IL-1Ra и экспрессией CD29; 

умеренная прямая корреляционная связь между концентрацией при влиянии ПА 

на продукцию IL-17A и экспрессией CDH1; сильные прямые - между CDH1 и ИП 

ПА на продукцию IFN-γ, а также между CD29 и ИВПА на продукцию IL-1β. 
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Таблица 12 - Сопряжённость между маркёрами ЭМП и продукцией цитокинов 

образцами ткани молочной железы у пациентов с НЗМЖ 

НЗМЖ 

без пролиферации 

НЗМЖ 

с пролиферацией 

Сравниваемые 

показатели 
R p 

Сравниваемые 

показатели 
R p 

СП 

CDH1 
IL-8 0,829 0,042 

CD29 IL-1Ra 0,842 0,002 
IL-10 -0,899 0,015 

CD29 
IL-18 0,889 0,015 

IL-1β 0,829 0,043 

ИП ПА 

CDH1 

IL-8 0,886 0,019 

CDH1 

IL-17А 0,669 0,034 

IL-10 -0,841 0,036 
IFN-γ 0,706 0,023 

TNF-α -0,829 0,041 

ИВПА 

CDH1 
IL-18 0,886 0,020 

CD29 IL-1β  0,790 0,007 
G-CSF 0,830 0,040 

Примечание: Количество пациентов с незлокачественными заболеваниями 

молочной железы при наличии (ПР) пролиферации - 13, а при отсутствии (НП) 

пролиферативных изменений - 22, статистически значимым признавали результат 

r > 0,400 при р < 0,05 коэффициента ранговой корреляции Спирмена. 

 

По результатам исследования, были выявлены особенности сопряжённости 

между продукцией цитокинов и маркёрами ЭМП у пациентов с НЗМЖ. Прямая 

корреляционная связь между СП IL-18 и IL-1β и экспрессией CD29 характерная 

для пациентов с НЗМЖ в целом, отсутствует у пациентов с пролиферативными 

изменениями и напротив, прямая корреляционная связь между показателем 

экспрессии CD29 и концентрацией СП IL-1Ra, характерная всей группы 

пациентов с НЗМЖ, отсутствует у пациентов без пролиферации. Кроме того, 

прямая корреляционная связь между показателем экспрессии CD29 и 

индуцированной ПА продукции IL-1β, присущая общей группе пациентов с 

НЗМЖ, отсутствует у пациентов при разделении их на подгруппы. Таким 

образом, отсутствие положительной корреляционной связи между ИВПА на 

продукцию цитокинов и экспрессией CDH1 и наличие положительной 

взаимосвязи с CD29 свидетельствует о процессе ЭМП у пациентов с НЗМЖ с 
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пролиферативными изменениями. 

3.6. Влияние фактора дифференцировки HLDF на продукцию цитокинов 

образцами ткани молочной железы у пациентов с ИКНТ распределёнными 

согласно критериям AJCC 

Поскольку фактор дифференцировки может рассматриваться в контексте 

дифференцировочной терапии, то интерес представляет изучение его влияния на 

продукцию цитокинов образцами ткани пациентов с ИКНТ. При воздействии 

HLDF на образцы ткани молочной железы было обнаружено, что из всех 

изученных цитокинов, фактор дифференцировки достоверно супрессирует 

продукцию опухолью IL-1β, TNF-α и IFN-γ у пациентов с ИКНТ (Таблица 13). IL-

1β и TNF-α способствуют опухолевому росту, стимулируя ангиогенез и участвуя 

в формировании иммуносупрессивного микроокружения неоплазмы (Mercogliano 

M.F. et. al., 2020; Coffelt S.B. et al., 2015; Filippi I. et al., 2015). Кроме того, 

снижение продукции IFN-γ под влиянием HLDF может препятствовать 

возникновению генетической нестабильности опухолевых клеток, а, 

следовательно, и предотвращать появление более злокачественного типа клеток 

неоплазмы (Mojic M. et al., 2017). 

Таблица 13 - Концентрация спонтанной продукции цитокинов и при воздействии 

HLDF (пг/мл) в супернатантах образцов ткани молочной железы пациентов с 

ИКНТ 

Цитокины 
I СП II HLDF  

(Me; Q1-Q3) пг/мл 

IL-1β 
24,6(11,9-70,3) 17,8(5,1-43,4) 

pI-II=0,014 

TNF-α 
2,6(1,5-5,2) 1,3(1,0-2,9) 

pI-II=0,001 

IFN-γ 
10,5(5,1-24,6) 17,8(5,1-43,4) 

pI-II=0,007 

Примечание: СП - спонтанная продукция, HLDF - продукция под влиянием 

фактора дифференцировки HLDF, количество пациентов с инвазивной карциномой 

неспецифического типа (ИКНТ) составило 111, данные представлены в виде медианы 
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(Me) и квартилей (Q1, Q3), статистически значимые различия при р < 0,05, 

определённые с помощью критерия Уилкоксона-Манна-Уитни. 

Исходя из ранее полученных данных, было интересно выявить особенности 

влияния HLDF на продукцию цитокинов образцами опухолей у пациентов разных 

патологических прогностических групп (Таблицы 14 и 15). 

Таблица 14 - Концентрация цитокинов при воздействии HLDF (пг/мл) в 

супернатантах образцов ткани молочной железы пациентов с ИКНТ 

распределёнными согласно критериям AJCC 

Цитокины 
IA IB IIA III 

(Me; Q1-Q3) пг/мл 

IL-2 2,0(2,0-3,1) 2,0(2,0-2,6) 2,3(2,0-3,3) 3,0(2,0-3,8) 

IL-4 2,7(2,3-4,8) 3,1(2,7-4,7) 2,7(2,0-3,3) 2,2(2,1-4,0) 

IL-6 279(80,0-342) 236(11,6-496) 392(104-575) 366(94,8-569) 

IL-8 322(179-460) 365,3(270-679) 519(220-1733) 412(279-2859) 

IL-10 6,1(2,0-13,4) 5,0(2,0-11,1) 7,0(2,0-10,8) 7,3(4,3-22,0) 

IL-17А 
2,1 

(2,0-3,7) 

2,0(2,1-2,2) 2,3 

(2,0-2,7) 

2,1 

(2,0-2,2) pIA-IB=0,027 

IL-18 
14,1 

(2,0-38,8) 

17,6 

(3,4-60,3) 

46,5 

(7,9-269) 

44,0(13,9-292) 

pIA-III=0,042 

IL-1β 12,4(3,7-27,9) 37,2(3,7-56,3) 20,3(7,7-44,6) 22,3(6,5-56,7) 

IL-1Ra 
2389 

(1278-3151) 

3400 

(2328-4100) 

1693 

(1195-3073) 

3290 

(2185-4228) 

TNF-α 2,2(2,0-2,8) 2,1(2,0-3,6) 2,2(2,0-2,6) 2,7(2,1-4,8) 

IFN-γ 
5,0 

(2,0-8,2) 

6,2 

(2,0-9,3) 

9,7 

(2,2-24,9) 

8,5(5,0-22,8) 

pIA-III=0,039 

G-CSF 21,0(3,3-527) 25,4(5,6-836) 24,5(2,9-543) 97,7(21,8-623) 

GM-CSF 
2,9 

(2,0-10,2) 

5,6(2,0-20,4) 9,0 

(2,6-22,4) 

8,8(7,8-73,6) 

pIB-III=0,044 pIA-III=0,013 

VEGF 
591 

(48,3-951) 

1123(337-2620) 1611(577-2486) 1004 

(113-2218) pIA-IB=0,019 pIA-IIA=0,018 

MCP-1 214(104-2090) 424(117-2335) 571(276-880) 679(203-1345) 

Примечание: Количество пациентов с инвазивной карциномой неспецифического типа 

IA группы - 61, IB группы - 22, IIA группы - 17 и III группы - 11, данные представлены в 

виде медианы (Me) и квартилей (Q1, Q3), статистически значимые различия при р<0,05, 

определённые с помощью критерия Уилкоксона-Манна-Уитни, подтверждённые H-

критерием Краскела-Уоллиса при р < 0,05. H-критерий Краскела-Уоллиса: IL-17A p = 

0,040; IL-18 p = 0,037; IFN-γ p = 0,027; GM-CSF p = 0,049; VEGF p = 0,017. 

 

Отмечено, что HLDF оказывает то или иное воздействие на продукцию ряда 

цитокинов. Так концентрация IL-17A в супернатанте ткани молочной железы у 
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пациентов IB ниже по сравнению с IA стадией, что возможно связано с тем, что 

IB группу составляют пациенты, для которых характерно преимущественно 

наличие метастазов в лимфоузлах. Влияние HLDF заключалось в его 

супрессирующем действии на всех патологических прогностических стадиях, но 

при этом у пациентов III стадии концентрация IL-18 и IFN-γ при добавлении 

HLDF была выше по сравнению с IA стадией. При изучении воздействия фактора 

дифференцировки HLDF на продукцию GM-CSF, установлено, что концентрация 

этого цитокина в супернатанте образцов ИКНТ выше у пациентов III стадии по 

сравнению с IA и IB. У пациентов IA стадии действие HLDF на продукцию VEGF 

привело к снижению его концентрации по сравнению с показателями образцов 

ИКНТ пациентов IB и IIA стадий.  

В Таблице 15 приведены индексы влияния HLDF на продукцию цитокинов 

в супернатантах образцов ткани молочной железы у пациентов с ИКНТ. У 

пациентов ИКНТ IIA стадии - с отрицательной экспрессией ER, PR, HER2 и, 

преимущественно, с отсутствием метастазов в регионарных лимфоузлах ИВHLDF 

на продукцию IL-6, IL-8 и TNF-α был ниже по сравнению с аналогичными 

показателями IA стадии - с положительной экспрессией ER, PR, и, 

преимущественно, без лимфогенного метастазирования. Кроме того, у пациентов 

IIA стадии ИВHLDF на продукцию GM-CSF и MCP-1 был ниже по сравнению с 

пациентами с ИКНТ III стадии - с отрицательной экспрессией ER, PR, HER2 и 

лимфогенным метастазированием. 
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Таблица 15 - Индекс влияния HLDF на продукцию цитокинов (у.е.) в 

супернатантах образцов ткани молочной железы пациентов с ИКНТ 

распределёнными согласно критериям AJCC 

Цитокины 
IA IB IIA III 

(Me; Q1-Q3) у.е. 

IL-2 1,0(0,7-1,0) 0,7(0,3-1,0) 0,9(0,5-1,0) 0,7(0,6-1,1) 

IL-4 1,1(0,7-1,3) 0,8(0,5-1,6) 1,2(1,0-2,0) 0,8(0,5-2,0) 

IL-6 
1,1 

(0,8-2,4) 

1,0 

(0,8-1,5) 

0,9(0,5-1,0) 1,0 

(0,8-1,4) pIA-IIA=0,036 

IL-8 
1,1 

(1,0-2,2) 

1,0 

(0,8-1,4) 

0,9(0,4-1,0) 0,9 

(0,7-1,3) pIA-IIA=0,012 

IL-10 1,0(0,7-1,9) 1,0(0,7-1,2) 1,0(0,3-1,6) 0,7(0,4-2,6) 

IL-17А 1,0(0,7-1,5) 0,9(0,4-1,0) 1,0(0,4-1,7) 0,7(0,3-1,1) 

IL-18 0,6(0,2-1,6) 0,5(0,3-1,1) 0,6(0,1-0,9) 0,5(0,2-0,8) 

IL-1β 0,9(0,3-1,3) 0,4(0,2-2,1) 0,5(0,2-0,9) 0,4(0,2-0,9) 

IL-1Ra 0,9(0,4-1,0) 0,9(0,6-1,1) 0,9(0,6-1,1) 0,9(0,7-1,0) 

TNF-α 
0,8 

(0,6-1,0) 

0,7 

(0,4-1,0) 

0,5(0,3-0,8) 0,8 

(0,4-1,2) pIA-IIA=0,009 

IFN-γ 0,8(0,5-1,0) 0,5(0,4-1,0) 0,7(0,4-1,0) 0,6(0,5-1,2) 

G-CSF 1,0(0,3-1,2) 1,0(0,9-3,0) 0,8(0,3-1,4) 1,2(0,3-8,6) 

GM-CSF 
1,0 

(0,6-1,0) 

0,8 

(0,3-1,8) 

0,6(0,4-0,8) 1,0 

(0,9-3,4) pIIA-III=0,013 

VEGF 0,9(0,4-1,1) 1,1(0,7-2,4) 0,9(0,6-1,1) 0,9(0,3-1,2) 

MCP-1 
0,8 

(0,6-1,1) 

0,8 

(0,4-1,2) 

0,6(0,3-0,9) 1,0 

(0,9-1,5) pIIA-III=0,008 

Примечание: Количество пациентов с инвазивной карциномой неспецифического 

типа IA группы - 61, IB группы - 22, IIA группы - 17 и III группы - 11, данные 

представлены в виде медианы (Me) и квартилей (Q1, Q3), статистически значимые 

различия при р < 0,05, определённые с помощью критерия Уилкоксона-Манна-Уитни. 

H-критерий Краскела-Уоллиса: IL-6 p=0,041; IL-8 p=0,037; TNF-α p=0,035; GM-CSF 

p=0,045; MCP-1 p=0,039. 
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ГЛАВА 4. ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ ИССЛЕДОВАНИЯ 

Согласно результатам исследования ПА, являясь комплексом митогенов, 

оказывают существенное влияние на концентрацию продуцируемых клетками 

цитокинов, помимо этого ПА оказывает влияние на уровни мРНК генов этих 

цитокинов, что указывает на транскрипционный механизм его действия. 

Определение продукции цитокинов с помощью иммуноферментного анализа 

является более целесообразным в связи с тем, что цитокины могут накапливаться 

и оставаться в супернатанте, а мРНК многих из них нестабильна и подвергается 

быстрой деградации (Wang X. et al., 2018; Murray P.J. et al., 2014). 

Опухоль представляет собой сложную систему взаимодействий между 

клетками, осуществляемых цитокинами и хемокинами. Цитокины в опухолевой 

среде влияют на ряд процессов на различных стадиях опухолевого роста, включая 

пролиферацию, ангиогенез, инвазию, ингибирование апоптоза, иммунный надзор, 

лекарственную устойчивость и метастазирование (Ma Y. et al., 2017). 

Использование именно ИВПА, а не концентраций цитокинов позволяет получать 

более объективные данные, за счёт нивелирования различий между содержанием 

клеток в образце опухоли, так как в каждом случае существует свой 

индивидуальный контроль. 

В нашем исследовании пациенты с ИКНТ и с НЗМЖ между собой 

отличались только по ИВПА продукцию TNF-α (Рисунок 5, Приложение А), при 

этом индекс был более высоким у пациентов с НЗМЖ. В литературе имеются 

противоречивые мнения о роли этого цитокина в микроокружении 

новообразований. С одной стороны, TNF-α способствует инфильтрации 

опухолевого очага Т-reg и MDSC (Mahmud S. A. et al., 2014), активирует апоптоз 

CD8+ Т-лимфоцитов и предотвращает инфильтрацию ими опухолевого очага (Lim 

S.O. et al., 2016). С другой стороны, TNF-α активирует пролиферацию Т-

лимфоцитов, В-клеток, NK-клеток и дендритных клеток и усиливает продукцию 

IFN-γ, что в свою очередь способствует элиминации атипичных клеток и 

предотвращает развитие опухоли (Mercogliano M.F. et al., 2020; Pahl J. et al., 2017). 
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Полученные статистически значимые различия по ИВПА на продукцию TNF-α 

между пациентами с НЗМЖ без пролиферации и с ИКНТ при наличии 

лимфогенного метастазирования (Рисунок 8, Приложение А), а также отсутствие 

достоверных различий между пациентами с НЗМЖ с пролиферацией и с ИКНТ 

без лимфогенного метастазирования, могут свидетельствовать о том, что у 

пациентов с НЗМЖ без пролиферации TNF-α препятствует развитию опухоли, а у 

пациентов с ИКНТ при наличии лимфогенного метастазирования этот цитокин 

оказывает противоположный эффект, способствуя опухолевой прогрессии. 

Изучение маркёров ЭМП выявило, что только экспрессия CD29 была выше 

у пациентов с ИКНТ по сравнению с НЗМЖ, но не было получено достоверных 

различий при сравнении экспрессии CDH1 и CII, что свидетельствует об общих 

закономерностях перехода клеток с эпителиальным фенотипом в 

мезенхимальный, как при злокачественной прогрессии, так и при некоторых 

незлокачественных заболеваниях молочной железы.  

Следует отметить, что для пациентов с ИКНТ характерна прямая 

корреляционная связь между ИВПА на продукцию про-опухолевых IL-8, IL-18 и 

экспрессией не характерного для ткани молочной железы коллагена II типа, что 

может свидетельствовать о наличии молекулярных перестроек в клетках и, 

вероятно, о дальнейшем отложении коллагена, что в конечном итоге повышает 

выживаемость раковых клеток (Franchi M. et al., 2013). Про-опухолевая функция 

указанных цитокинов реализуется посредством того, что IL-8 взаимодействуя с 

VEGF способствует ангиогенезу опухоли, а также привлекает MDSC (Liu Q. et al., 

2016), IL-18 также способствует ангиогенезу, индуцируя экспрессию VEGF, 

опосредует миграцию за счёт изменения экспрессии молекул адгезии и белков 

плотных контактов в опухолевых клетках (Baker K.J. et al., 2019). 

Особенностью пациентов с ИКНТ без лимфогенного метастазирования 

является отсутствие достоверных различий в ИВПА на продукцию цитокинов по 

сравнению с пациентами с НЗМЖ, что, скорее всего, связано с гетерогенностью 

пациентов с НЗМЖ. Помимо этого, у пациентов без лимфогенного 

метастазирования отмечается более высокий ИВПА на продукцию IL-17A по 
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сравнению с пациентами с метастазами в лимфоузлы (Рисунок 6, Приложение А). 

Известно, что этот цитокин принимает участие в ангиогенезе опухоли, индуцируя 

экспрессию VEGF (Yang B. et al. 2014), индуцирует экспрессию G-CSF 

опухолевыми клетками через сигнальные пути NF-kB и ERK (Kuen D.S. et al., 

2020), что приводит к мобилизации незрелых миелоидных клеток, их 

рекрутированию в микроокружение опухоли, и дальнейшей пролиферации в N2 

нейтрофилы, которые подавляют противоопухолевые CD8+ Т-клетки, что в итоге 

приводит к метастазированию (Wu L. et al., 2019). 

Обнаруженные обратные корреляционные связи между экспрессией CDH1 и 

ИВПА на продукцию TNF-α у пациентов с ИКНТ без лимфогенного 

метастазирования (Таблица 11), согласуются с литературными данными, 

поскольку TNF-α, в опухолях регулирует экспрессию TGF-β и ускоряет 

индуцированный TGF-β ЭМП, при котором отмечается снижение экспрессии 

CDH1 (Markopoulos G.S.et al., 2019). Для пациентов без лимфогенного 

метастазирования, как и для пациентов с ИКНТ в целом, характерна прямая 

корреляционная связь между ИВПА на продукцию IL-8, IL-18 и экспрессией CII, 

но в добавление к этому выявлялась прямая связь между ИВПА на продукцию IL-

6, G-CSF и экспрессией CII. IL-6 воздействуя на многочисленные типы клеток 

микроокружения опухоли, способствует уклонению неоплазмы от иммунного 

надзора: подавляя цитотоксическую активность NK-клеток (Taher M.Y. et al., 

2018), стимулируя пролиферацию иммуносупрессивных миелоидных клеток 

(Hanazawa A. et al., 2018), а также смещая дифференцировку моноцитов в сторону 

образования макрофагов M2 (Johnson D.E. et al., 2018). Кроме того, IL-6 оказывает 

анти-адгезивное действие на клетки РМЖ, снижая экспрессию кадгерина-E, тем 

самым индуцируя ЭМП (Gyamfi J. et al., 2018) и способствуя метастазированию 

(Lin C. et al., 2017). Продуцируемый различными типами клеток, в том числе и 

опухолевыми (Dorsam B. et al., 2018) G-CSF стимулирует миграцию в опухолевой 

очаг и дифференцировку нейтрофилов в фенотип N2, которые характеризуются 

высокой экспрессией про-опухолевых факторов и способствуют 

иммуносупрессии в микроокружении неоплазмы (Coffelt S.B. et al., 2016). Таким 
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образом, литературные данные и полученные корреляционные связи 

свидетельствуют о том, что эти цитокины поддерживая иммуносупрессивное про-

опухолевое микроокружение неоплазмы, усиливают ЭМП в клетках опухоли, и 

вероятно способствуют накоплению и отложению CII. 

Наиболее неблагоприятный клинический исход наблюдается у пациентов, 

имеющих вторичные опухолевые очаги или имеющих склонность к 

метастазированию (Lambert A.W. et al., 2017). Метастатический каскад 

представляет собой сложный, многоступенчатый процесс, сопряжённый с 

эпителиально-мезенхимальным переходом, в процессе которого эпителиальные 

клетки (как нормальные, так и неопластические) приобретают свойства, которые 

имеют решающее значение для инвазии в окружающие ткани, в лимфатические и 

кровеносные сосуды, такие как повышенная подвижность и способность 

разрушать компоненты внеклеточного матрикса (Nieto M.A. et al., 2016). Для 

пациентов с лимфогенным метастазированием характерна прямая корреляционная 

связь между экспрессией CD29 и ИВПА на продукцию IL-6, IL-1Ra, G-CSF, 

VEGF (Таблица 11), что, согласно литературным данным, может быть связано с 

тем, что CD29 через NF-kB способствует активации фибробластов, 

продуцирующих эти цитокины, в опухолевом очаге (Fang T.et al., 2018). Прямая 

корреляционная связь между ИВПА на продукцию IL-1β и экспрессией CII 

вероятно связана с тем, что активация сигнального пути IL-1β/IL-1RI/β-катенин 

стимулирует ЭМП, а, следовательно, способствует накоплению коллагена II типа 

в опухоли (Perez-Yepez E.A. et al., 2014). 

Спор о том, являются ли незлокачественные заболевания молочной железы 

предикторами рака ведётся до сих пор, но известно, что у женщин с 

пролиферативными заболеваниями риск развития РМЖ увеличивается в 1,58 раза, 

по сравнению с женщинами с не пролиферативными заболеваниями (Salamat F. et 

al., 2018). 

Для пациентов с НЗМЖ без пролиферации характерен более высокий 

ИВПА на продукцию TNF-α, IL-18 IL-17А и IL-1β по сравнению с пациентами с 

ИКНТ с лимфогенным метастазированием, что свидетельствует о более высоком 
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цитокин-продуцирующем ресурсе у пациентов с НЗМЖ. Была выявлена прямая 

корреляционная связь между CDH1 и ИВПА на продукцию IL-18 и G-CSF. 

Вероятно, это связано с тем, что эти цитокины, как и CDH1 могут препятствовать 

ЭМП в ткани молочной железы. Например, G-CSF, стимулируя нейтрофилы N1, 

оказывает анти-пролиферативный эффект, а IL-18 может активировать 

цитотоксические Т-клетки и NK-клетки, что в совокупности препятствует 

возникновению атипических клеток и развитию опухоли (Esmailbeig M. et al., 

2017). 

Особенностью пациентов с НЗМЖ с пролиферативными изменениями 

является низкий ИВПА на продукцию IL-1β, который был ниже не только по 

сравнению с пациентами с НЗМЖ без пролиферативных изменений, но и по 

сравнению с ИКНТ без лимфогенного метастазирования. Низкие значения ИВПА 

у пациентов с НЗМЖ с пролиферативными изменениями, обусловлены 

истощением цитокин-продуцирующего ресурса, что вероятно связано с тем, что 

IL-1β участвует в адаптивных реакциях, активируя антигенпрезентирующие 

клетки и направляя поляризацию CD4+ Т-клеток в Th-1 и Th17 клетки (Mailer 

R.K. et al., 2015), способствуя дифференцировке моноцитов в дендритные клетки, 

а  макрофагов в фенотип М1 (Schenk M. et al., 2014), кроме того IL-1β привлекает 

IFN-γ-продуцирующие цитотоксические Т-лимфоциты, ингибирует 

дифференцировку Т-reg (Bent R. et al., 2018). Вероятно, при возникновении 

атипичных клеток на фоне ПР IL-1β не может реализовывать свою 

противоопухолевую функцию, так как происходит его снижение. Поэтому, 

сниженный ИВПА на продукцию IL-1β при НЗМЖ может служить маркёром 

перехода доброкачественных заболеваний в склонную к малигнизации 

пролиферативную форму. Кроме того, у пациентов с НЗМЖ с пролиферативными 

изменениями определялась прямая связь между ИВПА на продукцию IL-1β и 

CD29. Не характерная для пациентов без пролиферации, прямая корреляционная 

связь продукции цитокинов с 1β-интегрином, вероятно, свидетельствует о 

процессе ЭМП у пациентов с НЗМЖ с пролиферативными изменениями. 

При изучении особенностей цитокин-продуцирующего спектра у пациентов 
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с ИКНТ распределённых по стадиям согласно патологическим прогностическим 

критериям 8-го издания AJCC было обнаружено, что пациенты с ИКНТ IA 

стадией - с положительной экспрессией ER, PR, и, преимущественно, без 

лимфогенного метастазирования (51 из 61 пациентов) отличались от пациентов с 

НЗМЖ только по ИВПА на продукцию IL-8, который достоверно был выше у 

пациентов с ИКНТ IA (Таблица 10), что свидетельствует о наличии у них 

цитокин-продуцирующего ресурса. Вероятно, это связано с тем, что IL-8 играет 

важную роль во многих стадиях опухолевой прогрессии, таких как инвазия, 

миграция и пролиферация злокачественных клеток, активируя основные 

онкогенные сигнальные пути (Łukaszewicz-Zając M. et al., 2020). IL-8 активирует 

эндотелиальные клетки в сосудистой системе опухоли, что усиливает ангиогенез, 

кроме того IL-8 индуцирует секрецию факторов роста опухоль-

ассоциированными макрофагами, что увеличивает скорость пролиферации и 

инвазии раковых клеток в опухолевом очаге (Sarode P. et al., 2020). 

 Пациенты с ИКНТ IB стадии - с положительной экспрессией ER, PR, HER2, 

и, в основном, с метастазами в лимфоузлы (16 из 22 пациентов), 

характеризовались более низким ИВПА на продукцию IL-17A по сравнению с 

пациентами с НЗМЖ (Таблица 10). Исходя из того, что аналогичные показатели 

были обнаружены у пациентов с ИКНТ при наличии лимфогенного 

метастазирования, то, можно предположить, что низкий ИВПА на продукцию IL-

17A является особенностью пациентов именно с лимфогенным 

метастазированием. 

Особенностью пациентов с ИКНТ IIA стадии - с отрицательной экспрессией 

ER, PR, HER2 и, преимущественно, с отсутствием метастазов в регионарных 

лимфоузлах (16 из 17 пациентов), является более низкий ИВПА на продукцию 

IFN-γ, по сравнению с аналогичными показателями у пациентов с НЗМЖ 

(Таблица 10). Вероятно, истощение цитокин-продуцирующего ресурса IFN-γ у 

пациентов с ИКНТ IIA приводит к нарастанию пролиферативной активности 

клеток РМЖ и к отбору и выживанию наиболее злокачественных опухолевых 

клеток (Mojic M. et al., 2017). Кроме того, у пациентов с ИКНТ IIA стадии ИВПА 
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на продукцию IL-18 и TNF-α был достоверно ниже по сравнению с пациентами с 

НЗМЖ и с пациентами ИКНТ IA и IB. Низкий ИВПА у пациентов IIA стадии 

обусловлен высокой СП IL-18, который опосредует активацию внутриклеточных 

сигнальных путей NF-κB и MAPK стимулирующих пролиферацию опухоли 

(Yasuda K.  et al. 2019), способствует супрессии NK-клеток (Park I. H. et al., 2017) 

и как указывалось выше стимулирует ангиогенез (Baker K.J. et al., 2019). У 

пациентов с ИКНТ IIA стадии ИВПА на продукцию GM-CSF был достоверно 

ниже по сравнению с пациентами с НЗМЖ и с ИКНТ остальных патологических 

прогностических стадий. В опухоли молочной железы GM-CSF формирует 

благоприятное для дальнейшего роста неоплазмы, микроокружение, индуцируя 

продукцию про-опухолевых цитокинов и направляя пролиферацию макрофагов в 

M2 фенотип (Su S. et al., 2014). При определении ИВПА на продукцию MCP-1, 

было установлено, что способность к продукции этого цитокина у пациентов IIA 

стадии была достоверно ниже по сравнению с пациентами с НЗМЖ и с IA и III 

стадиями. Известно, что MCP-1 в ткани опухоли способствует ангиогенезу и 

привлекает макрофаги в опухолевый очаг, секретирующие IL-8 который 

реализует свои про-опухолевые функции (Liubomirski Y. et al., 2019). Также для 

пациентов IIA стадии был характерен более низкий ИВПА на продукцию IL-10 по 

сравнению с пациентами IA стадии, что связано с высокой спонтанной 

продукцией этого цитокина при более тяжёлом течении опухолевого процесса, 

поскольку известно, что опухолевые клетки вырабатывают IL-10, для 

поддержания экспансии супрессорных Т-клеток и подавления продукции про-

воспалительных цитокинов (Bhattacharjee H.K. et al., 2016; Sarode P. et al., 2020). У 

пациентов IIA стадии ИВПА на продукцию IL-1β был достоверно ниже по 

сравнению с IA и IB, эта разница обусловлена высокой спонтанной продукцией 

этого цитокина. 

Отличительной чертой пациентов с ИКНТ III стадии, которую составили 

пациенты IIB и IIIA патологических прогностических групп - с наиболее тяжёлым 

опухолевым поражением, был более низкий ИВПА на продукцию IL-8 по 

сравнению с пациентами с НЗМЖ, и с IA стадии, что свидетельствует о 
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неспособности продуцировать этот цитокин в ответ на экзогенные стимулы. У 

пациентов III стадии ИВПА на продукцию IL-1β был ниже по сравнению с 

аналогичным показателем пациентов с НЗМЖ, IA и IB, что обусловлено высокой 

СП IL-1β у пациентов с ИКНТ III стадии. IL-1β повышает экспрессию IL-8 и 

MCP-1 что способствует ангиогенезу, миграции и инвазии опухолевых клеток 

(Katanov C. et al., 2015; Yu P.F. et al., 2017). Помимо этого, отмечалось 

достоверное снижение IL-1Ra у пациентов с ИКНТ III стадии, по сравнению с 

аналогичным показателем у пациентов IA, что вероятно связано с тем, что IL-1Ra, 

будучи рецепторным антагонистом IL-1β, увеличивается, в ответ на высокую 

спонтанную продукцию последнего. 

В ходе проведённого нами исследования выяснилось, что влияние фактора 

дифференцировки HLDF на продукцию цитокинов неоднозначно у пациентов с 

инвазивной карциномой молочной железы неспецифического типа. Согласно 

результатам, фактор дифференцировки HLDF воздействовал в основном на 

пациентов с ИКНТ IIA стадии, которую составляли преимущественно пациенты с 

отсутствием метастазов в регионарные лимфоузлы и отрицательной экспрессией 

ER, PR и HER2. У таких пациентов ИВHLDF на продукцию IL-6, IL-8 и TNF-α 

ниже по сравнению с аналогичными показателями IA стадии, кроме того у 

пациентов IIA ИВHLDF на продукцию GM-CSF и MCP-1 ниже по сравнению с III 

стадией. Можно предположить, что такой эффект HLDF приводит к повышению 

степени дифференцировки опухолевых клеток и этим снижает степень 

злокачественности у пациентов IIA стадии и, что не исключено, будет 

способствовать улучшению ответа на терапию и увеличению срока 

безрецидивной выживаемости у таких пациентов. 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Таким образом, иммуноферментный анализ более предпочтителен для 

работы с быстрыми сигнальными молекулами, такими как цитокины по 

сравнению с определением экспрессии их мРНК, поскольку цитокины могут 

накапливаться, в то время как их мРНК подвергается быстрой деградации. 

В нашей работе выявлены закономерности цитокин-продуцирующего 

ресурса и эпителиально-мезенхимального перехода в тканях молочной железы у 

пациентов с заболеваниями: у пациентов с НЗМЖ отмечается более высокий 

ИВПА на продукцию TNF-α и более низкая экспрессия CD29 по сравнению с 

пациентами с ИКНТ, определение этих показателей может выступать в роли 

дополнительных диагностических критериев у пациентов с суспициозными 

образованиями в молочной железе. 

Несмотря на то, что некоторые незлокачественные заболевания молочной 

железы являются фоном для развития РМЖ, но непосредственно риск 

малигнизации возникает при сочетании пролиферативных изменений и клеточной 

атипии в молочной железе (Vierkant R.A. et al., 2017). Поэтому, обнаруженное в 

нашем исследовании, истощение цитокин-продуцирующего ресурса IL-1β в ткани 

молочной железы может служить маркёром перехода незлокачественных 

заболеваний в склонную к малигнизации пролиферативную форму, что 

подтверждается наличием прямой корреляционной связи между этим цитокином 

и CD29, у пациентов с НЗМЖ с пролиферацией, что свидетельствует о наличии 

ЭМП у таких пациентов (Tulotta C. et al., 2018). 

Известно, что при наличии лимфогенного метастазирования, опухоли 

характеризуются слабым ответом на терапию и меньшей безрецидивной 

выживаемостью (Lambert A.W. et al., 2017). Поэтому, определение цитокин-

продуцирующего ресурса IL-17A в супернатанте ткани молочной железы может 

служить маркёром наличия или отсутствия лимфогенного метастазирования у 

пациентов с ИКНТ. Кроме того, отличительной чертой пациентов с лимфогенным 

метастазированием является наличие прямых корреляционных связей между 

продукцией цитокинов и экспрессией CD29, что можно объяснить, тем, что 
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именно высокая экспрессия CD29 связана с низкой общей выживаемостью и 

метастазированием при раке молочной железы (Sun Q. et al., 2018). 

Молекулярные подтипы с положительной экспрессией рецепторов эстрогена 

и прогестерона имеют лучший прогноз и ответ на специфическую гормональную 

терапию, в то время как HER2 положительный и тройной негативный подтипы 

РМЖ имеют более неблагоприятный прогноз и более склонны к раннему и 

частому рецидиву и метастазированию. При изучении особенностей цитокин-

продуцирующего спектра у пациентов с ИКНТ, распределённых по стадиям 

согласно последним патологическим прогностическим критериям, было 

установлено, что наибольшие изменения претерпевают пациенты с ИКНТ при 

отсутствии лимфогенного метастазирования и отрицательной экспрессией ER, PR 

и HER2. У таких пациентов определялось снижение цитокин-продуцирующего 

ресурса опухолью по сравнению с пациентами остальных патологических 

прогностических стадий. У пациентов с ИКНТ при отсутствии лимфогенного 

метастазирования и отрицательной экспрессией ER, PR и HER2 ИВHLDF на 

продукцию IL-6, IL-8 и TNF-α был ниже по сравнению с аналогичными 

показателями пациентов с положительной экспрессией ER, PR и HER2 также в 

сочетании с отсутствием лимфогенного метастазирования. Можно предположить, 

что такой эффект HLDF приводит к повышению степени дифференцировки 

опухолевых клеток, т.е. снижает степень злокачественности. Таким образом, 

HLDF может явиться кандидатом в дифференцировочную терапию. 
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ВЫВОДЫ 

1. Установлено, что иммуноферментный анализ более информативен при 

определении концентрации цитокинов, по сравнению с определением экспрессии 

их матричной РНК. 

2. Установлены особенности цитокин-продуцирующего ресурса у пациентов с 

заболеваниями молочной железы:  

- у пациентов с незлокачественными заболеваниями индекс влияния 

поликлональных активаторов на продукцию опухолью TNF-α повышен, по 

сравнению с пациентами с инвазивной карциномой неспецифического типа;  

- у пациентов без лимфогенного метастазирования индекс влияния 

поликлональных активаторов на продукцию IL-17A повышен, по сравнению с 

пациентами с метастазами в регионарные лимфатические узлы; 

- у пациентов с незлокачественными заболеваниями молочной железы с 

пролиферацией индекс влияния поликлональных активаторов на продукцию IL-1β 

снижен по сравнению с пациентами с незлокачественными заболеваниями 

молочной железы без пролиферативных изменений. 

3. Особенностью пациентов при отсутствии лимфогенного метастазирования 

является обратная корреляционная связь между экспрессией CDH1 и индексом 

влияния поликлональных активаторов на продукцию TNF-α, а пациентов с 

метастазированием в регионарные лимфоузлы - прямые корреляционные связи 

между экспрессией CD29 и индексом влияния поликлональных активаторов на 

продукцию IL-6, IL-1Ra, G-CSF, GM-CSF и VEGF, что свидетельствует об 

особенностях эпителиально-мезенхимального перехода у пациентов при 

отсутствии и наличии метастазирования. 

4. Установлено, что для пациентов с незлокачественными заболеваниями 

молочной железы с пролиферативными изменениями характерна прямая 

корреляционная связь между экспрессией CD29 и индексом влияния 

поликлональных активаторов на продукцию IL-1β, что свидетельствует о наличии 

эпителиально-мезенхимального перехода у таких пациентов и о более высоком 

риске малигнизации. 
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5. Установлено, у пациентов с инвазивной карциномой молочной железы 

неспецифического типа при сочетании отрицательной экспрессии ER, PR и HER2 

с отсутствием лимфогенного метастазирования снижен индекс влияния HLDF на 

продукцию IL-6, IL-8, TNF-α, GM-CSF и MCP-1, что свидетельствует о 

супрессирующем действии HLDF на продукцию цитокинов у таких пациентов и 

может явиться основой использования HLDF в качестве кандидата в 

дифференцировочную терапию рака молочной железы. 
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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ 

AJCC (The American Joint Committee On Cancer) – американский объединённый комитет 

по злокачественным опухолям; 

CAFs (Cancer-Associated Fibroblasts) – фибробласты, ассоциированные с опухолью; 

CD29 (Integrin Beta-1) – β-1-интегрин; 

CDH1 (Cadherin 1) – кадгерин-Е 

CII (Collagen Type II) – коллаген II типа; 

ER (Estrogen Receptor) – рецептор эстрогена; 

G-CSF (Granulocyte-Colony Stimulating Factor) – гранулоцитарный 

колониестимулирующий фактор; 

GM-CSF (Granulocyte–Macrophage Colony Stimulating Factor) – гранулоцитарно-

макрофагальный колониестимулирующий фактор; 

HER2 (Human Epidermal Growth Factor Receptor 2) – рецептор эпидермального фактора 

роста человека 2; 

HLDF (Human Leukemia Differentiation Factor) – фактор дифференцировки; 

IFN-γ (Interferon Gamma) – интерферон - гамма; 

IL (Interleukin) – интерлейкин; 

MCP-1 (Monocyte Chemotactic Protein 1) – моноцитарный хемоаттрактантный белок-1; 

MDSC (Myeloid-Derived Suppressor Cells) – миелоидные супрессорные клетки; 

NK (Natural Killer) – естественные киллерные клетки (CD56); 

PR (Progesterone Receptor) – рецептор прогестерона; 

T-reg (Regulatory T Cell) – регуляторные Т- клетки; 

TAMs (Tumor-Associated Macrophages) – макрофаги, ассоциированные с опухолью; 

TGF-β (Transforming Growth Factor Beta) – трансформирующий фактор роста бета; 

TNF-α (Tumor Necrosis Factor Alpha) – фактор некроза опухоли альфа;  

VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) – фактор роста эндотелия сосудов; 

ИВHLDF – индекс влияния HLDF; 

ИВПА – индекс влияния поликлональных активаторов; 

ИКНТ – инвазивная карцинома неспецифического типа; 

ИП ПА – индуцированная комплексом полиактиваторов продукция цитокинов; 

ЛМ- – пациенты с инвазивной карциномой неспецифического типа без лимфогенного 

метастазирования; 

ЛМ+ – пациенты с инвазивной карциномой неспецифического при наличии метастазов в 

регионарных лимфатических узлах; 

НЗМЖ – незлокачественные заболевания молочной железы; 

НП – непролиферативные незлокачественные заболевания молочной железы; 

ПР – пролиферативные незлокачественные заболевания молочной железы; 

ПЦР-РВ – полимеразная цепная реакция с детекцией в реальном времени; 

РМЖ – рак молочной железы; 

СП – спонтанная продукция цитокинов; 

ЭМП – эпителиально-мезенхимальный переход. 
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Приложение А - Индекс влияния поликлональных активаторов на продукцию 

цитокинов (у.е.) в супернатантах образцов ткани молочной железы пациентов со 

злокачественными и доброкачественными заболеваниями молочной железы 

Цитокины 

ИВПА 

1 

НЗМЖ 

2 

ИКНТ 

3 

ЛМ- 

4 

ЛМ+ 

5 

НП 

6 

ПР 

Me (Q1-Q3) у.е. 

IL-2 1,8(1,0-6,0) 1,3(0,9-3,8) 2,0(1,0-4,5) 1,0(0,8-2,0) 1,7(0,8-5,6) 
4,7 

(1,0-11,7) 

IL-4 0,9(0,8-1,2) 0,9(0,7-1,4) 1,0(0,8-1,6) 0,9(0,6-1,5) 0,9(0,7-1,4) 1,0(0,8-1,2) 

IL-6 1,0(0,7-1,5) 1,1(0,8-2,4) 1,1(0,9-2,3) 1,1(0,8-3,1) 1,0(0,3-1,4) 1,1(1,0-4,0) 

IL-8 2,5(1,1-5,6) 
3,8 

(1,0-13,1) 

4,6 

(1,1-12,7) 

2,4 

(1,0-15,2) 
2,9(1,1-5,7) 2,3(1,0-3,9) 

IL-10 1,2(0,7-3,5) 1,3(0,8-3,3) 1,7(0,9-4,4) 1,0(0,7-2,8) 1,1(0,6-2,6) 3,0(0,8-6,5) 

IL-17А 
2,7 

(1,0-11,8) 

1,4 

(0,9-5,4) 

1,7(1,0-8,2) 1,0(0,6-2,2) 2,8(1,0-5,2) 
12,5 

(1,0-22,6) 

p3-4=0,002 p4-5=0,002 p4-6=0,022 

IL-18 2,0(1,0-3,8) 1,3(0,8-3,0) 1,5(0,9-3,2) 
1,1(0,6-2,8) 2,6(1,3-3,8) 

1,3(0,8-5,3) 
p4-5=0,029 

IL-1β 
6,1 

(1,2-21,5) 

4,7 

(1,3-15,1) 

5,5(1,9-6,5) 2,9(0,9-3,6) 
13,0 

(3,5-32,2) 
1,5(1,0-3,3) 

p3-6=0,008 p4-5=0,032 p5-6=0,004 

IL-1Ra 1,3(0,9-2,5) 1,0(0,9-2,0) 1,1(0,9-2,2) 1,0(0,7-1,8) 1,2(0,9-2,1) 1,3(0,6-8,2) 

TNF-α 
2,4(1,3-7,0) 1,5(0,8-4,6) 

1,5(0,8-4,4) 
1,0(0,6-4,9) 2,5(1,7-7,9) 

2,3(1,0-6,0) 
p1-2=0,029 p4-5=0,040 

IFN-γ 1,7(1,0-4,8) 1,0(0,7-2,8) 1,2(0,8-3,0) 1,0(0,7-2,5) 1,4(1,0-3,3) 
3,0 

(0,8-15,8) 

G-CSF 1,2(1,0-6,6) 1,4(1,0-4,9) 1,3(1,0-6,4) 1,5(1,0-4,5) 1,1(1,0-3,8) 
2,8 

(1,0-29,8) 

GM-CSF 3,7(1,4-9,3) 2,3(1,0-7,9) 2,3(1,0-7,6) 2,3(1,0-8,6) 3,8(2,3-9,4) 3,1(1,0-9,9) 

VEGF 0,9(0,5-1,1) 0,8(0,4-1,2) 0,9(0,5-1,2) 0,7(0,3-1,2) 0,7(0,2-1,0) 1,0(0,6-1,7) 

MCP-1 1,1(0,9-1,9) 1,1(0,6-2,3) 1,1(0,6-2,5) 1,1(0,5-2,0) 1,0(0,9-1,3) 1,9(1,0-3,1) 

 

Примечание: Количество пациентов с незлокачественными заболеваниями 

молочной железы (НЗМЖ) составило - 35, с инвазивной карциномой неспецифического 

типа (ИКНТ) - 111, с инвазивной карциномой неспецифического типа при наличии 

(ЛМ+) лимфогенного метастазирования составило - 38, а при отсутствии метастазов 

(ЛМ-) - 73, с НЗМЖ при наличии (ПР) пролиферации составило - 13, а при отсутствии 

(НП) пролиферативных изменений - 22, данные представлены в виде медианы (Me) и 

квартилей (Q1, Q3), статистически значимые различия при р < 0,05, определённые с 

помощью критерия Уилкоксона-Манна-Уитни, подтверждённые H-критерием Краскела-

Уоллиса. 


