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СОПРЯЖЕННОСТЬ КЛЕТОЧНОЙ ДИФФЕРЕНЦИРОВКИ 
ОПУХОЛИ С ЦИТОКИНПРОДУЦИРУЮЩИМ РЕЗЕРВОМ 
ПРИ ЛЮМИНАЛЬНЫХ И НЕЛЮМИНАЛЬНЫХ ПОДТИПАХ 
РАКА МОЛОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ
Мангазеева Е.Д.1, Студеникина А.А.1, 2, Рыжикова С.Л.3, 
Аутеншлюс А.И.1, 2
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исследовательский центр фундаментальной и трансляционной медицины», г. Новосибирск, Россия  
3 АО «Вектор-Бест», г. Новосибирск, Россия

Резюме. Существует прямая взаимосвязь между выраженностью функционального, морфологиче-
ского и биохимического атипизма клеток опухоли и степенью ее злокачественности. Выделяют пять 
молекулярно-генетических подтипов рака молочной железы. При этом известно, что наиболее агрес-
сивным течением характеризуются нелюминальные подтипы, в особенности – тройной негативный 
рак молочной железы. Целью работы явилось определение сопряженности между относительным со-
держанием клеток различной степени дифференцировки с продукцией цитокинов биоптатами рака 
молочной железы при люминальных и нелюминальных подтипах рака молочной железы. Матери-
алом исследования служили биоптаты 49 женщин с инвазивной карциномой молочной железы не-
специфического типа, средний возраст которых составил 59 лет. Пациенты были разделены на три 
группы в зависимости от принадлежности к тому или иному молекулярно-генетическому подтипу 
опухоли. В I группу включены пациенты с люминальным подтипом А, во вторую – с люминальным 
В и в III – с нелюминальными подтипами рака молочной железы. Изучали спонтанную и стимулиро-
ванную поликлональными активаторами продукцию цитокинов. Значение цитокинпродуцирующего 
резерва биоптатов выражали с помощью индекса влияния поликлональных активаторов ввиду его 
точности, позволяющей избежать ошибки за счет одинаковых размеров биоптата каждого пациента и 
условий их инкубирования. Относительное содержание опухолевых клеток различной степени диф-
ференцировки в образцах оценивали с помощью светооптической микроскопии с учетом Ноттин-
гемской градирующей системы. При оценке спонтанной и стимулированной продукции цитокинов, 
а также степени дифференцировки клеток образцов опухоли выявлены прямые и обратные корреля-
ционные связи между исследуемыми группами. Наиболее важным показателем оказался индекс вли-
яния поликлонального активатора на продукцию биоптатами IL-10 и VEGF-А. Благодаря этому мы 
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можем представить персонифицированные сведения по каждому пациенту по этим двум цитокинам 
еще до начала лечения. Анализ ROC-кривых показал хорошее качество и оптимальные значения то-
чек отсечения концентраций цитокинов и относительного содержания низкодифференцированных 
клеток, которые могли бы наилучшим образом предсказать наличие неблагоприятных нелюминаль-
ных подтипов рака молочной железы. Основываясь на полученных нами данных, можно сделать вы-
вод о том, что цитокинпродуцирующий резерв сопряжен с клеточной дифференцировкой и зависит 
от молекулярно-генетического подтипа опухоли.

Ключевые слова: рак молочной железы, биоптаты, цитокины, молекулярно-генетические подтипы, клеточная 
дифференцировка, поликлональный активатор

ASSOCIATION OF TUMOR CELL DIFFERENTIATION WITH 
CYTOKINE-PRODUCING RESERVE IN LUMINAL AND NON-
LUMINAL SUBTYPES OF BREAST CANCER
Mangazeeva E.D.a, Studenikina A.A.a, b, Ryzhikova S.L.c, Autenshlyus A.I.a, b
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Abstract. There is a direct association between the functional, morphologic and biochemical atypic features 
of cellular tumor expression and malignancy. Five molecular-genetic subtypes of breast cancer are recognized. 
The most aggressive course is known to be characterized by non-luminal subtypes, in particular, a triple- 
negative breast cancer. The aim of this research is to determine the association between the percentage of the 
cells showing distinct differentiation types, and cytokine production by breast cancer bioptates in both luminal 
and non-luminal breast cancer subtypes. Bioptates of 49 women with the invasive breast carcinoma of non-
specific type, at the average age of 59 years, were used as the material for the study. The patients were divided 
into three groups according to the molecular-genetic subtype of cancer. Group I included patients with luminal 
subtype A, group II – with luminal B and group III – with non-luminal subtypes of breast cancer. Spontaneous 
and in vitro stimulated by polyclonal activators production of cytokines was evaluated. The level of cytokine-
producing reserve by the biopsy specimens was expressed as the influence index of polyclonal activators, due to 
its accuracy, thus making it possible to avoid errors due to the similar sizes of bioptates from each patient and 
their incubation conditions. The percentage of tumor cells of varying degrees of differentiation in the samples 
was assessed using light microscopy by means of the Nottingham grading system. When assessing spontaneous 
and stimulated production of cytokines, as well as degree of cell differentiation of tumor samples, direct and 
reverse correlations were revealed between the study groups. The most important parameter was the influence 
index of the polyclonal activator which characterized production of IL-10 and VEGF-A by the bioptates. 
Therefore, we can provide personalized information for each patient, in particular, for these two cytokines, 
even before starting the treatment.The analysis of ROC-curves showed good quality and optimal level of 
cytokine concentration and percentage of low-differentiated cells. This approach could predict the presence 
of unfavorable non-luminal breast cancer subtypes in the best way. In general, we can make a conclusion 
that cytokine-producing reserve is connected with cellular differentiation and depends on molecular-genetic 
subtype of the tumor.

Keywords: breast cancer, tumor biopsies, cytokines, molecular subtypes, cell differentiation, polyclonal activator

Введение
Согласно современным научным данным 

сформировалось представление о неоднозначной 
роли цитокинов в прогрессии и метастазирова-
нии опухолей. Известно, что цитокины, являясь 
важнейшими факторами связанного с раком вос-
паления, формируют сети, активирующие кле-
точные сигнальные пути, способствующие вы-

живанию, пролиферации, инвазии и миграции 
опухолевых клеток [2,  11,  21]. Так, например, 
показано, что IL-6, IL-8, IL-18, IL-1 и его рецеп-
торный антагонист IL-1ra продуцируются опухо-
левыми клетками и клетками микроокружения 
и посредством активации ангиогенеза, способ-
ствуют скорейшему метастазированию [2, 9, 10]. 
Представители семейства широкоизученных 
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регуляторов ангиогенеза VEGF-А способны по-
вышать сосудистую проницаемость и обеспечи-
вать образование новых кровеносных сосудов в 
опухоли, соответственно концентрация VEGF-А 
должна быть сопряжена с прогрессированием 
опухолевого процесса [5, 19]. Согласно послед-
ним литературным данным, гранулоцитарный 
колониестимулирующий фактор G-CSF способ-
ствует эпителиально-мезенхимальному переходу, 
представляющим собой начальный этап метаста-
зирования [14, 16].

Известно, что опухоли обладают морфоло-
гическим атипизмом – тканевым и клеточным. 
При этом тканевый атипизм, характеризующий-
ся нарушением гистотипической дифференци-
ровки, встречается и при доброкачественных 
заболеваниях, тогда как клеточный отражает 
нарушение цитотипической дифференцировки 
и может быть выражен в разной степени вплоть 
до крайней степени катаплазии, когда строение 
опухоли упрощается и она становится однород-
ной по клеточному составу [3, 23]. Именно такие 
низко- и недифференцированные опухоли ха-
рактеризуются наибольшей степенью злокаче-
ственности [3, 7, 23].

В настоящее время выделяют 5 основных 
молекулярно-генетических подтипов рака мо-
лочной железы (РМЖ), которые предоставля-
ют прогностическую информацию и определя-
ют терапевтический подход: люминальный А 
(LumA); люминальный В HER2-отрицательный 
(LumB-); люминальный В HER2-положительный 
(LumB+); HER2-положительный, не люми-
нальный (HER2+) и тройной негативный РМЖ 
(TNBC) [4, 17].

При этом известно, что люминальные подти-
пы, в особенности люминальный А, обладают наи-
лучшим прогнозом, тогда как нелюминальные, в 
частности тройной негативный – наихудшим сре-
ди других молекулярных подтипов [4, 17, 20].

В нашей лаборатории были определены вза-
имосвязи цитокинпродуцирующего резерва 
опухоли с такими иммуногистохимическими 
параметрами, как экспрессия эстрогена, проге-
стерона и маркера пролиферации Ki-67. Также 
анализировались гистопатологические параме-
тры [1, 2]. Полученные данные свидетельствуют 
о сложных механизмах, опосредованных цитоки-
нами, обеспечивающими инвазивный рост зло-
качественной опухоли. Тем не менее в литературе 
нет данных о сопряженности относительного со-
держания клеток различной степени дифферен-
цировки с цитокинпродуцирующим резервом 
биоптатов, в том числе и при различных молеку-
лярно-генетических подтипах РМЖ.

Цель исследования – определить сопряжен-
ность между относительным содержанием клеток 
различной степени дифференцировки с продук-
цией цитокинов биоптатами инвазивной карци-

номы молочной железы неспецифического типа 
(ИКНТ) при люминальных и нелюминальных 
подтипах РМЖ.

Материалы и методы
Материалом исследования служили биоптаты 

49 женщин в возрасте 39-77 лет с ИКНТ II и III 
степени злокачественности и супернатанты, по-
лученные при их культивировании in vitro, про-
ходивших лечение в Новосибирском областном 
онкологическом диспансере. Все исследования 
были проведены в соответствии с Хельсинкской 
декларацией после получения письменного ин-
формированного добровольного согласия каж-
дого пациента на получение биопсии опухоли и 
дальнейшее проведение исследования. (Брази-
лия, Форталеза, 2013) [22]. Этический комитет 
Научно-исследовательского института молеку-
лярной биологии и биофизики дал разрешение 
на проведение этого исследования, протокол 
№ 2016-3 от 15.03.2016 г.

Критерием включения в исследования яв-
лялся впервые выявленный РМЖ. Критериями 
исключения – наличие отдаленных метастазов, 
обострение хронических заболеваний, проведе-
ние неоадъювантной терапии. 

Пациенты были разделены на 3 группы в со-
ответствии с принадлежностью к тому или ино-
му молекулярно-генетическому подтипу опухо-
ли. Ввиду небольшого количества испытуемых 
и сходных терапевтических и прогностических 
подходов было решено объединить люминаль-
ные В «+» и В «-», а также HER2+ и тройной не-
гативный РМЖ.

В итоге в первую группу были включены 12 
больных с люминальным подтипом А. Вторую 
группу составили 30 пациентов с люминальным 
подтипом В. Третья группа – 7 пациентов с не-
люминальными подтипами (HER2+ и тройной 
негативный).

Для оценки цитокинпродуцирующего резерва 
опухоли и ее микроокружения применяли ком-
плекс поликлональных активаторов (ПА), со-
стоящий из фитогемагглютинина в концентра-
ции 4 мкг/мл, конканавалина A в концентрации 
4  мкг/мл и липополисахарида в концентрации 
2  мкг/мл. В исследовании использовали стан-
дартизованный набор реагентов «ЦИТОКИН-
СТИМУЛ-БЕСТ» производства АО «Вектор-
Бест». Биоптаты опухолей, полученные методом 
трепанобиопсии, объемом 8  мм3 , помещали в 
2 стеклянных флакона, в одном из которых на-
ходилась только питательная среда DMEM-F12 
(спонтанная продукция), а в другом – раствор 
ПА в таком же объеме среды (продукция, инду-
цированная ПА). Далее биоптаты ИКНТ извле-
кали из среды и фиксировали в нейтральном рас-
творе формалина для проведения дальнейшего 
патогистологического исследования. С целью 
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получения очищенного от клеток супернатанта 
оставшиеся клетки опухоли осаждали центрифу-
гированием при 2000 об/мин в течение 15 мин. 
После осаждения клеток опухоли с помощью 
иммуноферментного анализа определяли кон-
центрацию цитокинов (IL-2, IL-6, IL-8, IL-10, 
IL-17, IL-18, IL-1β, IL-1ra, TNFα, IFNγ, G-CSF, 
GM-CSF, VEGF-А, MCP-1) с использованием 
наборов реагентов производства АО «Вектор-
Бест». Индекс влияния поликлонального актива-
тора (ИВПА) на продукцию цитокинов опухолью 
и клетками ее микроокружения высчитывали по 
формуле: ИВПА = А/Б, где А – концентрация 
цитокина в супернатанте биоптата после стиму-
ляции опухоли поликлональными активаторами, 
Б – спонтанная продукция цитокина в суперна-
танте биоптата без стимуляции [2, 8].

Для проведения патогистологического иссле-
дования зафиксированные в формалине биопта-
ты ИКНТ обезвоживали и заключали в парафин с 
последующим приготовлением гистологических 
срезов толщиной 4-5 мкм. Процессы депарафи-
низации и регидратации образцов ИКНТ прово-
дили по стандартной методике с использовани-
ем проводки ксилол-этанол. Полученные срезы 
окрашивались гематоксилином и эозином по 
стандартной методике. Исследование проводили 
с помощью световой микроскопии с использова-
нием объектива ×40.

Степень дифференцировки опухолевых кле-
ток в образцах ИКНТ оценивали по определен-
ным цитоморфологическим критериям: степени 
выраженности клеточного, в частности ядерного 
полиморфизма, и ядерной атипии (ядерно-ци-
топлазматического отношения) с учетом Нот-
тингемской градирующей системы [18]. Для 
высокодифференцированных клеток (ВД) был 
характерен фенотип, приближенный к нор-
мальным клеткам ткани молочной железы: ядра 
незначительно крупнее по сравнению с нор-
мальными структурами, с ровными контурами, 
небольшой вариацией в размерах, отмечалось 
преобладание цитоплазмы над ядром. Низко-
дифференцированные клетки (НД), напротив, 
отличались выраженными различиями в форме и 
размерах ядер (полиморфизмом), часто с замет-
ными ядрышками, высоким ядерно-цитоплаз-
матическим отношением, наличием большого 
количества митозов, включая патологические. 
Умеренно дифференцированные (УД) характе-
ризовались как тип клеток, занимающих проме-
жуточное положение между ВД и НД по наличию 
и степени выраженности перечисленных призна-
ков [12]. Оценка клеток проводилась в 10 полях 
зрения с последующим подсчетом относительно-
го содержания клеток с той или иной степенью 
дифференцировки.

Уровень статистической значимости различий 
между группами определялся с помощью непа-

раметрического критерия Вилкоксона–Манна–
Уитни. Показатели выражали в виде медианы 
(Me), нижнего и верхнего квартилей (Q0,25-Q0,75). 
Вычисления медиан и нижнего и верхнего квар-
тилей, корреляционный анализ по Спирмену 
с учетом его достоверности (р), а также ROC-
анализ для определения точки отсчета концен-
трации цитокинов и для оценки качества моде-
лей проводили с помощью пакета программ IBM 
SPSS Statistics v. 22.0. 

Результаты
Исследование показало, что спонтанная про-

дукция IL-1ra в группе III более чем в три раза 
превышает аналогичный показатель в группах I 
и II. При воздействии ПА такая закономерность 
сохраняется, однако различия в группах менее 
существенны, хоть и достоверны. При оценке 
ИВПА на продукцию этого цитокина в исследу-
емых группах достоверных различий не получе-
но. Группы I и III характеризовались более вы-
сокой спонтанной продукцией IL-10 и G-CSF, 
при оценке влияния ПА на продукцию G-CSF 
в группах также отмечаются достоверные разли-
чия. Показатели ИВПА на продукцию G-CSF и 
GM-CSF снижены в группе III по сравнению с 
группой II, что указывает на истощение резерва 
синтеза данных цитокинов у пациентов с нелю-
минальными подтипами РМЖ. Напротив, ИВПА 
на продукцию VEGF-A повышен у пациентов 
третьей группы по сравнению с группой II. При 
сравнении между люминальными подтипами 
РМЖ (группа I и II) выявлена исходно высокая 
спонтанная продукция MCP-1 при люминаль-
ном А-подтипе, достоверно большая стимулиро-
ванная ПА продукция IL-10 и G-CSF. При оценке 
ИВПА на продукцию цитокинов было выявлено 
различие между исследуемыми группами по IL-2, 
IL-17, IFNγ (табл. 1).

При оценке относительного содержания кле-
ток различной степени дифференцировки вы-
явлен достоверно больший процент НД в группе 
III (Ме = 30; Q0,25 = 12; Q0,75 = 35) по сравнению 
с группами I (Ме = 10; Q0,25 = 2; Q0,75 = 23,25; 
p = 0,04) и II (Ме = 15; Q0,25 = 4,75; Q0,75 = 25; 
p = 0,04), что подтверждает более злокачествен-
ное течение заболевания у пациентов с нелюми-
нальными подтипами РМЖ. 

При анализе сопряженности между относи-
тельным содержанием клеток различной степе-
ни дифференцировки и продукцией цитокинов 
в исследуемых группах, были выявлены опреде-
ленные корреляционные связи. В частности уста-
новлено, что в группе I имеется отрицательная 
корреляционная связь между процентом НД и 
спонтанной продукцией VEGF-A и IL-6, а также 
положительная корреляционная связь между от-
носительным содержанием ВД и стимулирован-
ной ПА продукцией IFNγ. При оценке ИВПА на 
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ТАБЛИЦА 1. СПОНТАННАЯ И СТИМУЛИРОВАННАЯ ПОЛИКЛОНАЛЬНЫМИ АКТИВАТОРАМИ (ПА) ПРОДУКЦИИ 
ЦИТОКИНОВ, А ТАКЖЕ ИВПА НА ПРОДУКЦИЮ ЦИТОКИНОВ БИОПТАТАМИ ИНВАЗИВНОЙ КАРЦИНОМЫ МОЛОЧНОЙ 
ЖЕЛЕЗЫ НЕСПЕЦИФИЧЕСКОГО ТИПА (ИКНТ) В ИССЛЕДУЕМЫХ ГРУППАХ

TABLE 1. SPONTANEOUS AND STIMULATED BY POLYCLONAL ACTIVATORS (PA) PRODUCTION OF CYTOKINES, AS WELL 
AS IPAE ON THE PRODUCTION OF CYTOKINES IN BIOPTATES OF INVASIVE BREAST CARCINOMA OF A NONSPECIFIC 
TYPE (ICNT) IN THE STUDY GROUPS

Цитокины
Cytokine

Группы пациентов с ИКНТ
Group of patients with ICNT р

Группа I
Group I

Группа II
Group II

Группа III
Group III

Группы 
I и II

Groups 
I and II

Группы 
I и III

Groups 
I and III

Группы 
II и III

Groups 
II and III

Спонтанная продукция цитокинов (пг/мл), Me (Q0,25-Q0,75) 
Spontaneous production of cytokines (pg/mL), Me (Q0.25-Q0.75) 

IL-10 19,95
(7,85-40,13)

8,00
(3,25-13,48)

16,3
(12,40-43,30) 0,004 n* 0,009

IL-1ra 7957,5
(5455,0-9950,0)

6525
(1637,68-16710,00)

21375
(15855,0-36055,0) n* 0,001 0,018

G-CSF 3096,75
(954,38-3695,38)

1503,5
(599,85-2654,75)

2850,5
(2767,5-2974,5) 0,008 n* 0,002

MCP-1 10088,5
(2592,25-13570,18)

1971,05
(1123,70-5785,58)

6524
(3840,3-9241,6) 0,002 n* n*

Стимулированная ПА продукция цитокинов (пг/мл), Me (Q0,25-Q0,75) 
PA-stimulated cytokine production (pg/mL), Me (Q0.25-Q0.75) 

IL-10 76,8
(10,88-223,63)

9,65
(2,38-23,53)

33,0
(10,10-86,60) 0,003 n* n*

IL-1ra 17015,0
(11651,13-27025,00)

15087,8
(10058,75-30545,00)

35120
(21010,0-50985,0) n* 0,028 0,01

G-CSF 2986,5
(2025,38-3720,50)

2487,5
(1275,9-2850,5)

2939,0
(1897,0-3077,0) 0,021 n* 0,048

ИВПА на продукцию цитокинов, Me (Q0,25-Q0,75) 
IPAE on cytokine production, Me (Q0.25-Q0.75) 

IL-2 3,6
(1,96-9,16)

1,23
(1,00-2,67)

6,0
(0,71-13,80) 0,02 n* n*

IL-17 3,19
(1,24-11,81)

1,05
(0,71-1,75)

1,5
(0,84-3,90) 0,013 n* n*

IFNγγ 0,47
(0,21-2,79)

1,34
(0,84-2,90)

1,47
(0,60-9,45) 0,025 n* n*

G-CSF 1,09
(0,95-3,36)

1,57
(0,98-2,13)

0,98
(0,70-1,04) n* n* 0,038

GM-CSF 3,18
(2,24-7,73)

5,0
(1,88-10,30)

1,2
(1,05-3,75) n* n* 0,030

VEGF 0,66
(0,34-1,10)

0,5
(0,30-0,88)

1,2
(0,5-1,7) n* n* 0,018

Примечание. n* – недостоверные различия (р ≥ 0,05); группа I – люминальный А, группа II – люминальный В, группа 
III – нелюминальные молекулярные подтипы. 

Note. n*, unreliable differences (р ≥ 0.05); group I, luminal A; group II, luminal B; group III, non-luminal subtypes.

продукцию G-CSF обнаружена обратная зависи-
мость с процентом ВД. Выявлены пять вариан-
тов корреляционных связей между спонтанной 
продукцией IL-2, IL-18, IL-Iβ, IL- 1ra, G-CSF 
и содержанием НД и УД, пять вариантов между 

стимулированной ПА продукцией IL-2, IL-18, 
GM-CSF и процентом УД и НД в группе II. При 
оценке ИВПА в этой группе пациентов обнару-
жены прямые корреляционные связи между от-
носительным содержанием УД и IL-8, IL-1ra, 
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ТАБЛИЦА 2. КОРРЕЛЯЦИОННЫЕ СВЯЗИ МЕЖДУ СПОНТАННОЙ, СТИМУЛИРОВАННОЙ ПОЛИКЛОНАЛЬНЫМИ 
АКТИВАТОРАМИ (ПА) ПРОДУКЦИИ ЦИТОКИНОВ, ИВПА НА ПРОДУКЦИЮ ЦИТОКИНОВ БИОПТАТАМИ ИНВАЗИВНОЙ 
КАРЦИНОМЫ МОЛОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ НЕСПЕЦИФИЧЕСКОГО ТИПА (ИКНТ) И ОТНОСИТЕЛЬНОГО СОДЕРЖАНИЯ 
КЛЕТОК РАЗНОЙ СТЕПЕНИ ДИФФЕРЕНЦИРОВКИ В ИССЛЕДУЕМЫХ ГРУППАХ

TABLE 2. CORRELATIONS BETWEEN SPONTANEOUS, STIMULATED BY POLYCLONAL ACTIVATORS (PA) CYTOKINE 
PRODUCTION, IPAE ON CYTOKINE PRODUCTION IN BIOPTATES OF INVASIVE NONSPECIFIC BREAST CARCINOMA (ICNT) 
AND THE PERCENTAGE OF THE CELLS HAVING VARIOUS DIFFERENTIATION IN THE STUDY GROUPS

Группа пациентов
Patient group

Выявленные корреляции
Identified correlations

Коэффициент 
корреляции, r

Correlation coefficient, r
р

Группа I
Group I 
(n = 12)

IL-6/% НД / IL-6/% LD -0,581 0,047
VEGF/% НД / VEGF/% LD -0,599 0,040

ПА IFNγγ/% ВД / PA IFNγ/% HD 0,626 0,030
ИВПА G-CSF/% ВД / IPAE G-CSF/% HD -0,604 0,038

Группа II
Group II 
(n = 30)

IL-2/% НД / IL-2/% LD -0,400 0,029
IL-18/% НД / IL-18/% LD 0,524 0,003
IL-1ββ/% НД / IL-1β/% LD 0,327 0,043
IL-1ra/% УД / IL-1ra/% MD -0,493 0,006

G-CSF/% УД / G-CSF/% MD -0,376 0,041
ПА IL-2/% НД / PA IL-2/% LD -0,386 0,035
ПА IL-2/% УД / PA IL-2/% MD 0,493 0,006

ПА IL-18/% НД / PA IL-18/% LD 0,504 0,005
ПА GM-CSF/% НД / PA GM-CSF/% LD -0,440 0,015
ПА GM-CSF/%УД / PA GM-CSF/% MD 0,493 0,006
ИВПА IL-8/% УД / IPAE IL-8/% MD 0,468 0,009

ИВПА IL-1ra/% УД / IPAE IL-1ra/% MD 0,458 0,011
ИВПА G-CSF/% УД / IPAE G-CSF/% MD 0,430 0,018

Группа III
Group III 
(n = 7)

IL-1ββ/% УД / IL-1β/% MD -0,815 0,025
ПА IL-6/% УД / PA IL-6/% MD -0,775 0,041
ПА IL-8/% УД / PA IL-8/% MD -0,075 0,041
ПА IFNγγ/% УД / PA IFNγ/% MD -0,793 0,033

ИВПА IL-17/% УД / IPAE IL-17/% MD -0,778 0,039

Примечание. Группа I – люминальный А, группа II – люминальный В, группа III – нелюминальные молекулярные 
подтипы; НД – низкодифференцированные клетки, УД – умеренно дифференцированные клетки, ВД – 
высокодифференцированные клетки опухоли.

Note. Group I, luminal A; group II, luminal B; group III, non-luminal molecular subtypes; LD, low-differentiated cells; MD, moderate-
differentiated cells; HD, high-differentiated cells.

G-CSF. В группе III выявлена обратная зависи-
мость между спонтанной продукцией IL-Iβ и 
процентом УД, три отрицательные корреляцион-
ные связи между стимулированной ПА продук-
цией IL-6, IL-8 и IFNγ с относительным содер-
жанием УД и отрицательная связь между ИВПА 
на IL-17 и процентом УД (табл. 2).

Полученные статистически значимые разли-
чия между группами позволили предположить, 
что по уровню спонтанной и стимулированной 
ПА продукции определенных цитокинов, а также 
по относительному содержанию клеток различ-
ной степени дифференцировки можно с высокой 

степенью вероятности отнести пациента к тому 
или иному молекулярно-генетическому подти-
пу и, следовательно, определить прогноз в каж-
дом индивидуальном случае. Для подтверждения 
нашего предположения в группах был проведен 
ROC-анализ полученных данных в каждой испы-
туемой группе (табл. 3).

ROC-кривые позволили оценить качество 
моделей по эффективности разделения всех па-
циентов на группы в зависимости от принадлеж-
ности к люминальному А, люминальному В или 
нелюминальному подтипу. 
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ТАБЛИЦА 3. ОЦЕНКА СПОНТАННОЙ, СТИМУЛИРОВАННОЙ ПОЛИКЛОНАЛЬНЫМИ АКТИВАТОРАМИ (ПА) ПРОДУКЦИИ 
ЦИТОКИНОВ, ИВПА НА ПРОДУКЦИЮ ЦИТОКИНОВ БИОПТАТАМИ ИНВАЗИВНОЙ КАРЦИНОМЫ МОЛОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ 
НЕСПЕЦИФИЧЕСКОГО ТИПА (ИКНТ), А ТАКЖЕ ОТНОСИТЕЛЬНОГО СОДЕРЖАНИЯ КЛЕТОК РАЗНОЙ СТЕПЕНИ 
ДИФФЕРЕНЦИРОВКИ В ИССЛЕДУЕМЫХ ГРУППАХ ПРИ ПОМОЩИ ROC-АНАЛИЗА

TABLE 3. ASSESING OF SPONTANEOUS AND STIMULATED BY POLYCLONAL ACTIVATORS (PA) PRODUCTION 
OF CYTOKINES, IPAE ON THE PRODUCTION OF CYTOKINES IN BIOPTATES OF INVASIVE BREAST CARCINOMA OF 
A NONSPECIFIC TYPE (ICNT), AS WELL AS THE PERCENTAGE OF THE CELLS HAVING VARIOUS DIFFERENTIATION IN  
THE STUDY GROUPS USING ROC ANALYSIS

Группа
Group

Показатель
Mark

Площадь под 
кривой 

Area under 
the curve (AUC)

Пороговые 
значения  

(пг/мл) или %
Limit  

(pg/mL) or %

Чувстви-
тельность (%)
Sensitivity (%)

Специ-
фичность (%)
Specificity (%)

p

Спонтанная продукция цитокинов (пг/мл) или % клеток различной степени дифференцировки 
в образцах из флакона с питательной средой

Spontaneous production of cytokines (pg/mL) or % of cells having various differentiation in samples from a bottle  
with a nutrient medium

I
IL-10 0,738 15,5 67 73 0,014

G-CSF 0,739 2882,25 67 81 0,014
MCP 0,775 6732,5 66,7 78,4 0,005

II УД 0,695 55,5 70 63,2 0,023

III
IL-1ra 0,837 15820,0 86 79 0,005

НД (LD) 0,775 26,5 71,4 85,7 0,032
Стимулированная ПА продукция цитокинов (пг/мл) или % клеток различной степени дифференцировки 

в образцах из флакона с ПА
PA-stimulated production of cytokines (pg/mL) or % of cells having various differentiation in samples from  

a bottle with PA 
I IL-10 0,757 20,80 75 67,6 0,008

II не получены удовлетворительные модели
no satisfactory models have been obtained

III
IL-1ra 0,813 21002,5 86 71 0,009

НД (LD) 0,735 22,5 71,4 71,4 0,044
ИВПА на продукцию цитокинов
IPAE on the production of cytokines 

I IL-17 0,727 1,65 66,7 70,3 0,019

II не получены удовлетворительные модели
no satisfactory models have been obtained

III VEGF 0,767 0,85 71,4 71,4 0,025

Примечание. Группа I – люминальный А, группа II – люминальный В, группа III – нелюминальные молекулярные 
подтипы; при оценке площади под кривой учитывалось: AUC = 1,0-0,9 – отличное, 0,9-0,8 – очень хорошее, 0,8-0,7– 
хорошее, 0,7-0,6 – среднее, 0,6-0,5 – неудовлетворительное качество модели.

Note. Group I, luminal A; group II, luminal B; group III, non-luminal molecular subtypes; when assessing the area under the curve, 
the following were taken into account: AUC = 1.0-0.9, excellent; 0.9-0.8, very good; 0.8-0.7, good; 0.7-0.6, average; 0.6-0.5, 
unsatisfactory quality of the model.

Установлено, что наиболее качественные мо-
дели, характеризующие отличие образцов ИКНТ 
пациентов группы I формируются при исполь-
зовании в качестве параметров сравнения спон-
танной продукции IL-10, G-CSF, MCP-1, стиму-
лированной ПА продукции IL-10 и ИВПА IL-17 
(табл.  2, рис.  1А). При оценке этих показателей 
получены модели хорошего качества (AUC > 0,7). 

Величины AUC для концентрации IL-1ra, сти-
мулированной ПА продукции IL-1ra и ИВПА на 
продукцию VEGF-A в группе III составили 0,837; 
0,813 и 0,767 соответственно, что свидетельст-
вует об очень хорошем (AUC > 0,8) или хорошем 
(AUC > 0,7) качестве моделей (табл. 2, рис. 1Б). 

Величины AUC для относительного содержа-
ния НД клеток в биоптатах пациентов, относя-
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щихся к группе III, как инкубированных только 
в питательной среде, так и в среде с добавлени-
ем ПА, составили 0,775 и 0,735, что также соот-
ветствует хорошему качеству моделей (табл.  2, 
рис.  1В). В то же время величина AUC для от-
носительного содержания УД клеток в биопта-
тах пациентов, относящихся к люминальному 
В-подтипу, соответствовала удовлетворительно-
му качеству модели и составила 0,695, что при-
ближало ее к хорошему качеству (табл.  2, рис.  1Г).

Обсуждение
Исследование показало, что при всех полу-

ченных данных наиболее значимыми явились 
показатели ИВПА на продукцию биоптатами ци-

токинов, так как этот показатель является наи-
более точным, потому что при всех вариантах 
исследования позволяет избежать ошибки за счет 
одинаковых размеров биоптата каждого пациен-
та и условий их инкубирования, благодаря чему 
мы можем представить персонифицированные 
сведения по каждому пациенту, в частности по 
двум цитокинам: IL-10 и VEGF-А. ИВПА на про-
дукцию IL-10 при люминальном подтипе А от-
ражает повышенный резерв IL-10, который, не-
смотря на неоднозначность функции [5, 12], при 
люминальном подтипе А оказывает противовос-
палительный эффект и препятствует ангиогене-
зу, не исключено, что именно этим обусловлена 
более редкая встречаемость гематогенного ме-

Рисунок 1. ROC-кривые, характеризующие качество ROC-моделей в группах в зависимости от принадлежности 
к молекулярно-генетическим подтипам РМЖ
Примечание. sp – спонтанная продукция цитокинов; pa – продукция цитокинов после воздействия ПА; ivpa – индекс влияния 
поликлонального активатора; sp nd – % НД в биоптатах только с питательной средой; sp ud – % УД в биоптатах только 
с питательной средой; pa nd – % НД в биоптатах с ПА; pa ud – % УД в биоптатах с ПА; А – группа I, Б – группа III, В – группа III, 
Г – группа II.
Figure 1. ROC-curves characterizing the quality of ROC models in groups according to the molecular-genetic subtype of breast 
cancer
Note. sp, spontaneous production of cytokines; pa, production of cytokines after exposure to PA; ivpa, index of the polyclonic activators effect;  
sp nd, % LD in bioptates with nutrient medium only; sp ud, % MD in bioptates with nutrient medium only; pa nd, % LD in bioptates with PA; pa ud, 
% MD in bioptates with PA. A, group I; B, group III; C, group III; D, group II.
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тастазирования при этом подтипе [13]. Анали-
зируя ИВПА на продукцию VEGF-А при нелю-
минальном подтипе, выявлено его достоверное 
повышение по сравнению с другими группами, 
что свидетельствует о высоком резерве продук-
ции этого цитокина, отвечающего за ангиогенез, 
а, следовательно, и прогрессирование процесса, 
инвазивность, метастазирование и худший про-
гноз [6, 5, 19].

Заключение
Таким образом, основываясь на полученных 

нами данных, можно сделать вывод о том, что 

цитокинпродуцирующий резерв сопряжен с кле-

точной дифференцировкой, которая в свою оче-

редь зависит от молекулярно-генетического под-

типа опухоли. 
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