
ВВЕДЕНИЕ 

При онкогенезе опухолевые клетки приобретают
веретенообразную форму, теряют адгезивные свойства
и повышают свою подвижность, что, в конечном счёте,
обусловливает их инвазивную способность [1-3].
Кроме того, клетки микроокружения опухоли,
в том числе иммунокомпетентные клетки, фибробласты,
фиброциты, эпителиоциты, продуцируют цитокины,
которые могут способствовать метастазированию.
Например, TNF-α и IL-1β совместно индуцируют
эпителиально-мезенхимальный переход (ЭМП) и
связанную с ним экспансию опухолевых клеток в ткани
молочной железы и инициацию метастазирования,
а TGFβ, IL-10 и VEGF, секретируемые клетками
опухоли и клетками микроокружения – регуляторными
Т-клетками (Treg) и опухоль-ассоциированными
макрофагами (TAMs), способствуют десмоплазии,
ангиогенезу, лимфангиогенезу и ЭМП [4].

В нашей предыдущей работе в качестве
маркёров ЭМП, помимо кадгерина-Е (CDH1),
определяли коллаген II типа (CII), который
не характерен для эпителиальных клеток и обычно
экспрессируется в мезенхимальных клетках,

и β-1-интегрин (CD29), экспрессирующийся
как в нормальных клетках, так и в клетках
злокачественных опухолей молочной железы [5].
Прогрессирование рака молочной железы
сопровождается перестройкой микроокружения,
которое характеризуется отложением коллагена
в межклеточном пространстве. Выработка коллагена
сопровождается ремоделированием и уплотнением
коллагеновых волокон, что повышает устойчивость
раковых клеток к протеолитической деградации
и имеет большое значение для злокачественной
прогрессии [2]. Интегрины вовлечены во многие
процессы, связанные с адгезией опухолевых клеток
к внеклеточному матриксу, включая миграцию,
инвазию и метастазирование [6]. При исследовании
рака молочной железы Yin и соавт. обнаружили,
что высокая экспрессия CD29 коррелирует
с низкими показателями выживаемости и
прогрессирующим метастатическим статусом [7].
CDH1 – классический биомаркёр ЭМП – присутствует
в мембране эпителиальных клеток, поддерживает
межклеточную адгезию. При пониженной
экспрессии CDH1 разрушаются внутриклеточные
соединения, и эпителиальные клетки приобретают
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Изучена взаимосвязь между содержанием цитокинов супернатантов и экспрессией в биоптатах инвазивной
карциномы молочной железы неспецифического типа маркёров эпителиально-мезенхимального перехода
при наличии (II группа) и отсутствии (I группа) лимфогенного метастазирования. Определяли концентрацию
TNF-α, IFN-γ, G-CSF, GM-CSF, VEGF, MCP-1, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-17, IL-18, IL-1β и IL-1Ra,
а также экспрессию иммуно-гистохимических (ИГХ) маркёров эпителиально-мезенхимального перехода –
кадгерина-Е (CDH1), β-1-интегрина (CD29) и коллагена II типа (CII). По результатам исследования пациенты
этих групп статистически значимо отличались по спонтанной продукции IL-18 и G-CSF, по индексу влияния
поликлонального активатора на продукцию G-CSF. При изучении взаимосвязи между продукцией цитокинов
супернатантами и экспрессией в них ИГХ маркёров установлено, что корреляционные связи между показателем
экспрессии CII в ткани опухоли и продукцией цитокинов биоптатами опухоли характерны для всех пациентов
с инвазивной карциномой неспецифического типа, а корреляционные связи, как прямые, так и обратные между
показателями экспрессии CDH1, CD29 и продукцией цитокинов, различались в зависимости от наличия или
отсутствия лимфогенного метастазирования. Проведенное исследование позволило выявить особенности
корреляционных связей между продукцией цитокинов опухолью, её микроокружением и экспрессией ИГХ –
маркёров эпителиально-мезенхимального перехода у пациентов с инвазивной карциномой молочной железы
неспецифического типа при наличии и отсутствии лимфогенного метастазирования.

Ключевые слова: цитокины; маркёры эпителиально-мезенхимального перехода; метастазы; рак молочной железы

DOI: 10.18097/PBMC20206601083

КЛИНИКО-ДИАГНОСТИЧЕСКИЕ ИССЛЕДОВАНИЯ
©Коллектив авторов



способность к миграции. Следовательно, снижение
экспрессии CDH1 способствует инвазии опухоли и
метастазированию [8]. Однако по данным Chao и соавт.,
реэкспрессия CDH1 – это особенность опухолей,
метастазирующих в отдалённые участки. Эти авторы
обнаружили, что экспрессия CDH1 в метастатических
участках была выше, чем в первичной опухоли [9].

Целью данной работы было изучение
взаимосвязи между продукцией цитокинов
биоптатами и экспрессией в них маркёров ЭМП
при инвазивной карциноме молочной железы
неспецифического типа при наличии и отсутствии
лимфогенного метастазирования.

МЕТОДИКА

Материалом служил постоперационный материал,
а именно биоптаты опухоли 47 пациентов
с инвазивной карциномой молочной железы
неспецифического типа, средний возраст которых
составил 54±1,5 года (от 23 до 71). На момент
проведения исследования метастазы в регионарные
лимфатические узлы присутствовали у 19 пациентов
(II группа), средний возраст которых составил
53±2,7 года (от 23 до 69), в то время как у остальных 28
в среднем возрасте 54±1,6 года (от 38 до 71) лет –
метастазы отсутствовали (I группа). В течение 30 дней
от начала обследования всем больным было проведено
операционное вмешательство, окончательный
диагноз устанавливался врачом-онкологом и
врачом-патологоанатомом. Ни у кого из пациентов
не было обострения очагов хронической инфекции.
Неоадъювантная (дооперационная) терапия ни одному
из пациентов не проводилась. 

Образцы опухолей объёмом 8 мм3 получали
методом трепанобиопсии и помещали в 2 флакона:
в первом – для определения спонтанной
продукции (СП) – часть биоптата инкубировали
в питательной среде DMEM-F12 в объёме 1 мл,
во втором – для определения индуцированной
продукции (ИП) – в таком же объёме
среды с комплексом полиактиваторов (ПА),
состоящим из фитогемагглютинина 4 мкг/мл,
конканавалина А 4 мкг/мл и липополисахарида 2 мкг/мл)
(стандартный набор Стимул Бест, “Вектор-Бест”,
Россия) [10]. Образцы инкубировали при 37°C
в течение 72 ч, после чего клетки осаждали
центрифугированием при 900 g, при 25°C
в течение 15 мин. В супернатантах, после
осаждения клеток, используя твердофазный
иммуноферментный анализ, определяли концентрацию
следующих цитокинов (чувствительность набора):
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-17 (2,0 пг/мл), IL-18 (2,0 пг/мл), IL-1β (1,0 пг/мл)
и IL-1Ra (10,0 пг/мл) с использованием
наборов “Вектор-Бест”. 

Влияние ПА на продукцию цитокинов
биоптатами опухоли оценивали по индексу влияния
поликлональных активаторов (ИВПА), выраженному

в условных единицах (у.е.), который высчитывали
по формуле: ИВПА = А/Б, где А – концентрация
цитокина приИП, а Б – концентрация цитокина приСП.
Значение ИВПА менее 1,2 у.е. свидетельствовало
об отсутствии влияния ПА на продукцию цитокинов
опухолью, а значение ИВПА, равное 1,2 и более
(превышение на 20% и более) – о влиянии ПА
на продукцию цитокинов[11].

Иммуно-гистохимическое исследование экспрессии
CII, CD29 и CDH1 проводили на парафиновых срезах
опухолей с использованием антител соответствующей
специфичности и набора Vectastain Universal Elite ABC
Kit (“Vector Laboratories”, США). При оценке
использовали отношение количества клеток,
экспрессирующих маркёр, к количеству клеток,
не экспрессирующих маркёр, для CII и CD29,
и обратное отношение – для CDH1. 

Для статистической обработки результатов
использовали программный пакет SPSS v 17.0 for
Windows. При определении характера распределения
данных применяли уравнение Колмогорова-Смирнова
с определением поправки Лиллифорса. Поскольку
распределение отличалось от нормального, проводили
анализ с использованием непараметрического
критерия Уилкоксона-Манна-Уитни. Различия
считали статистически значимыми при р<0,05.
Полученные в ходе исследования данные
представлены как медиана (Me), верхний и нижний
квартили (Q1, Q3). С целью обнаружения взаимосвязи
между исследуемыми показателями проводили
корреляционный анализ путём вычисления
коэффициента ранговой корреляции Спирмена (r).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Анализ показателей спонтанной продукции
цитокинов клетками опухоли и её микроокружения
у больных ИКНТ при наличии и отсутствии
лимфогенного метастазирования выявил статистически
значимые различия по концентрациям IL-18 (p=0,040)
и G-CSF (p=0,049). При влиянии ПА на продукцию
цитокинов биоптатами не было выявлено
статистически значимых различий по их концентрации
между исследуемыми группами (табл. 1). 

Показатели СП указанных выше цитокинов
в группе пациентов при наличииметастазов были выше,
чем у пациентов без лимфогенного метастазирования.
Несмотря на иммуностимулирующие свойства,
IL-18 способствует прогрессированию рака и
метастазированию [12]. IL-18 усиливает миграцию
клеток в клеточных линиях рака желудка человека
и опухолях кожи и увеличивает пролиферацию
в клетках рака молочной железы [13]. Yang и соавт.
показали, что IL-18 индуцирует миграцию
клеток опухоли при раке молочной железы
посредством регуляции экспрессии клаудина-12
и пути p38MAPK [14]. В исследовании
Mouchemore и соавт. сообщалось о значительном
повышении уровня сывороточного гранулоцитарного
колониестимулирующего фактора (G-CSF) у больных
со злокачественными новообразованиями по сравнению
со здоровыми контрольными группами [15].

ЦИТОКИНЫ, МАРКЁРЫ РАКА МОЛОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ 
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Hollmen и соавт. при исследовании G-CSF
в опухолевых срезах у больных раком молочной
железы обнаружили, что G-CSF экспрессировался
на более высоких уровнях у пациентов с TNBC
по сравнению с ER+, HER2+ или ER+HER2+
пациентами [16]. Полученные нами результаты
свидетельствуют о том, что IL-18 и G-CSF играют
важную роль в метастазировании и патогенезе
рака молочной железы.

Анализ значений ИВПА на продукцию цитокинов
клетками опухоли и её микроокружения у больных
ИКНТ при наличии и отсутствии лимфогенного

метастазирования показал статистически значимые
различия по показателю G-CSF (p=0,033).
При этом показатель ИВПА этого фактора роста
в I группе был в несколько раз выше, чем у пациентов
II группы (табл. 2).

Это свидетельствует о том, что влияние ПА
на продукцию G-CSF у пациентов с лимфогенным
метастазированием было низким или даже
отсутствовало (ИВПА ниже 1,2 у.е.) за счёт того,
что спонтанная продукция у пациентов с лимфогенным
метастазированием была статистически значимо выше,
чем у пациентов без лимфогенного метастазирования.

Аутеншлюс и др.

85

Таблица 1. Концентрация цитокинов (пг/мл) в супернатантах биоптатов опухолей пациентов с ИКНТ при наличии
и отсутствии лимфогенного метастазирования при стимулировании ПА

Примечание. Здесь и в таблицах 2 и 3 * – статистически значимые различия при p<0,05 определённые при помощи
непараметрического критерия Уилкоксона-Манна-Уитни.

Таблица 2. Индексы влияния поликлональных активаторов на продукцию цитокинов клетками опухоли
и её микроокружения пациентов с ИКНТ при наличии и отсутствии лимфогенного метастазирования

Цитокины
I группа (n=28) II группа (n=19)

p-критерийИВПА в у.е. 
Me (Q1-Q3)

ИВПА в у.е. 
Me (Q1-Q3)

IL-2 1,3(0,9-2,3) 1,0(0,7-1,5) 0,282
IL-4 1,0(0,8-1,6) 0,9(0,6-1,5) 0,253
IL-6 1,6(1,0-2,7) 1,1(0,9-3,6) 0,421
IL-8 2,0(1,0-11,8) 1,2(0,9-2,9) 0,204
IL-10 1,0(0,7-2,5) 1,0(0,6-1,6) 0,416
IL-17 1,6(1,0-8,3) 1,0(0,6-2,9) 0,055
IL-18 1,8(0,6-4,7) 1,0(0,3-1,5) 0,170
IL-1β 2,1(0,7-6,2) 1,0(0,5-2,2) 0,082

IL-1Ra 1,0(0,7-1,1) 0,9(0,4-1,0) 0,114
TNFα 1,0(0,5-1,9) 0,8(0,5-1,4) 0,504
IFNγ 1,0(0,5-1,6) 1,0(0,6-1,6) 0,801

G-CSF 7,7(1,0-47,3) 1,0(0,8-6,5) 0,033*
GM-CSF 1,2(1,0-4,3) 1,2(1,0-3,6) 0,594

VEGF 0,9(0,5-1,3) 1,0(0,4-1,5) 0,954
MCP-1 0,9(0,6-3,9) 1,0(0,4-2,1) 0,315

Цитокины

СП ПА
I группа

n=28 
(Me; Q1-Q3) пг-мл

II группа
n=19

(Me; Q1-Q3) пг-мл

I группа
n=28

(Me; Q1-Q3) пг-мл

II группа
n=19

(Me; Q1-Q3) пг-мл
IL-2 2,0(2,0-5,0) 4,3(2,0-6,7) 3,2(2,0-5,8) 3,5(2,0-12,3)
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-6 208,0(56,8-524,8) 283,0(56,9-522,6) 520,2(225,4-691,5) 478,4(164,1-533,6)
IL-8 267,7(144,5-600,0) 403,8(285,6-620,5) 724,3(390,4-2122,0) 667,3(305,1-1362,6)
IL-10 5,2(1,0-11,8) 5,2(1,0-13,9) 8,0(1,0-13,9) 4,3(1,0-11,1)
IL-17 1,2(1,0-3,2) 1,7(1,0-2,4) 2,7(1,0-13,8) 1,0(1,0-4,0)
IL-18 22,4(10,6-74,5)* 56,3(29,3-204,2)* 50,3(11,1-106,4) 45,4(10,5-283,1)
IL-1β 20,7(10,7-70,2) 32,2(18,6-61,4) 47,6(22,3-160,9) 42,3(19,2-65,1)

IL-1Ra 2503,1(1265,4-3871,5) 3202,2(2622,3-4105,6) 1527,4(1281,4-3208,3) 2835,3(1258,7-3735,2)
TNFα 2,2(1,4-3,5) 2,9(1,1-4,5) 2,0(1,0-4,0) 1,7(1,0-4,8)
IFNγ 11,2(7,4-31,2) 12,5(5,1-18,7) 8,0(5,0-27,0) 7,3(5,0-33,0)

G-CSF 11,8(6,1-122,3)* 54,7(16,1-372,5)* 182,7(41,2-697,6) 275,9(7,8-1164,9)
GM-CSF 4,6(2,0-10,0) 8,6(2,1-11,6) 13,9(4,1-28,5) 10,2(2,2-35,2)

VEGF 2036,5(108,9-2585,9) 489,9(111,0-2213,8) 1107,5(173,4-2188,7) 562,3(123,6-1369,0)
MCP-1 297,5(182,0-1695,6) 299,1(169,1-507,0) 872,7(268,6-1716,2) 292,8(138,3-1124,6)



Исходя из полученных нами ранее данных, было
решено изучить взаимосвязь между ИГХ маркёрами
ЭМП: CDH1, CD29, CII и продукцией цитокинов
опухолью и её микроокружением у пациентов
с ИКНТ при наличии и отсутствии лимфогенного
метастазирования. Пациенты исследуемых групп
статистически значимо не отличались по показателям
экспрессии маркёров ЭМП: CDH1 (p=0,603),
CD29 (p=0,201) и CII (p=0,845). 

Однако при изучении взаимосвязи между
продукцией цитокинов и экспрессией маркёров ЭМП
при ИКНТ в целом была обнаружена умеренная
обратная корреляционная связь между показателем
экспрессии CII и СП: IL-18, IL-1 и MCP-1
(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 показателем экспрессии
CII и ИВПА: IL-8 и IL-18 (r=0,415, p=0,004;
r=0,456, p=0,001 соответственно). В таблице 3
приведены результаты поиска взаимосвязей
между показателями экспрессии маркёров ЭМП
и продукцией цитокинов опухолью при разделении
пациентов с ИКНТ на I и II группы.

Прежде всего необходимо отметить,
что при выделении в отдельную группу пациентов
без лимфогенного метастазирования были обнаружены
умеренные корреляционные связи между показателем
экспрессии маркёра ЭМП: прямая между CDH1
и концентрацией при ИП IL-6 и TNF-α,
и с ИВПА на продукцию TNF-α; обратная между CII
и концентрацией при СП IL-18, IL-1β и MCP-1;
прямая между CII и ИВПА на продукцию
IL-6, IL-8, IL-18 и G-CSF.

У пациентов с лимфогенным метастазированием
были обнаружены умеренные корреляционные связи
между экспрессией маркёра ЭМП: прямая между CDH1
и с концентрацией приСП IL-17; обратная между CDH1

и концентрацией при СП IL-1Ra, и с ИВПА IL-17;
прямая между CD29 и с концентрацией при ИП
IL-6, IL-8, G-CSF, и с ИВПА IL-6, IL-1Ra, G-CSF,
GM-CSF, VEGF; прямая между CII и с ИВПА IL-1β;
обратная между CII и концентрацией при СП
IL-1β и MCP-1. Следовательно, обнаружены различия
по корреляционным связям между маркёрами ЭМП
и теми или иными показателями продукции
цитокинов в зависимости от наличия или отсутствия
лимфогенного метастазирования.

Обратная корреляционная связь между показателем
экспрессии CII и концентрацией при СП IL-1β и MCP-1
характерна для пациентов с ИКНТ в целом,
но она отсутствует у пациентов с лимфогенным
метастазированием. 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 отмечается прямая корреляционная связь
между показателем экспрессии CII и ИВПА
на продукцию IL-6, IL-8, IL-18 и G-CSF, характерная
для пациентов без лимфогенного метастазирования,
а для пациентов с метастазами только по ИВПА IL-1β.
Таким образом, корреляционные связи между
показателем экспрессии CII и продукцией цитокинов
опухолью и её микроокружением характерны для всех
пациентов с ИКНТ, а корреляционные связи между
показателями экспрессии CDH1, CD29 и продукцией
цитокинов различны для пациентов при наличии и
отсутствии лимфогенного метастазирования.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ И ВЫВОДЫ

Метастазирование – это сложный и динамический
процесс, на который влияют множество факторов,
включая ЭМП опухоли и её микроокружение.
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Таблица 3. Взаимосвязь между маркёрами ЭМП и продукцией цитокинов опухолью и её микроокружением
у пациентов с ИКНТ при наличии и отсутствии лимфогенного метастазирования

I группа (n=28) II группа (n=19)

показатели Сравниваемые
показатели

r-ранговая
корреляция p-критерий Сравниваемые

показатели
r-ранговая
корреляция p-критерий

СП

CII и IL-18 -0,441 0,019
CDH1 и IL-17 0,485 0,035

CDH1 и IL-1Ra -0,672 0,002

CII и IL-1β -0,423 0,025 CII и IL-1β -0,496 0,031

CII и MCP-1 -0,433 0,021 CII и MCP-1 -0,535 0,018

ИП
CDH1 и IL-6 0,486 0,009

CD29 и IL-6 0,568 0,011

CD29 и IL-8 0,533 0,019

CDH1 и TNFα 0,456 0,015 CD29 и G-CSF 0,591 0,008

ИВПА

CDH1 и TNFα 0,530 0,004
CDH1 и IL-17 -0,508 0,026

CD29 и IL-6 0,483 0,036

CII и IL-6 0,463 0,013
CD29 и IL-1Ra 0,530 0,019

CD29 и G-CSF 0,476 0,039

CII и IL-8 0,629 0,001 CD29 и GM-CSF 0,464 0,045

CII и IL-18 0,477 0,010 CD29 и VEGF 0,480 0,038

CII и G-CSF 0,526 0,004 CII и IL-1β 0,522 0,022
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Цитокины, продуцируемые и секретируемые клетками
микроокружения опухоли, могут способствовать ЭМП
и метастазированию [4]. Проведенное исследование
позволило выявить наличие и особенности
корреляционных связей между продукцией цитокинов
опухолью, её микроокружением и экспрессией
маркёров ЭМП у пациентов с ИКНТ при наличии
и отсутствии лимфогенного метастазирования.
В данной работе было определено, что корреляционные
связи между показателем экспрессии CII и продукцией
цитокинов опухолью характерны для всех пациентов
с ИКНТ, а корреляционные связи между показателями
экспрессии CDH1, CD29 и продукцией цитокинов
различны для пациентов при наличии и отсутствии
лимфогенного метастазирования.
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RELATIONSHIP BETWEEN SUPERNATANT CYTOKINES AND EXPRESSION OF MARKERS 
OF EPITELIAL-MESENCHYMAL TRANSITION OF INVASIVE BREAST CARCINOMA 

OF NON-SPECIFIC LYMPHYNOSIS TYPE
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2/12 Timakova str., Novosibirsk, 630117 Russia
3JSC “Vector-Best”, Nauchno-proizvodstvennaja zona, 36, Koltsovo, Novosibirsk region, 630559 Russia

The relationship between the content of supernatant cytokines and the expression of non-specific type
of markers of epithelial-mesenchymal transition markers in the presence (group II) and the absence of lymphogenous
metastasis (group I) were studied in biopsy specimens of mammary invasive breast carcinoma. The concentrations
of TNF-α, IFN-γ, G-CSF, GM-CSF, VEGF, MCP-1, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-17, IL-18, IL-1β and IL-1Ra,
as well as the expression of immunohistochemical (IHC) markers of the epithelial-mesenchymal transition –
cadherin-E (CDH1), β-1 integrin (CD29) and type II collagen (CII) were assayed. Results have shown that
patients of these groups statistically significantly differed in spontaneous production of IL-18 and G-CSF,
in terms of the index of the effect of the polyclonal activator on G-CSF production. There was a correlation between
the parameter of CII expression in tumor tissue and the production of cytokines by tumor biopsy specimens;
it was characteristic of all patients with invasive carcinoma of a non-specific type, and correlations, both direct
and reverse between the expression indices of CDH1, CD29 and cytokine production varied depending
on the presence or the absence of lymphogenous metastasis. The study revealed the features of the correlation
between the production of cytokines by the tumor, its microenvironment and the expression of IHC markers
of the epithelial-mesenchymal transition in patients with invasive non-specific breast carcinoma in the presence
and absence of lymphogenous metastasis.
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