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Целью исследования явилась оценка спо-
собности опухолевых клеток инвазивной кар-
циномы молочной железы неспецифического 
типа, формирующих различные морфологи-
ческие структуры, модулировать свое бли-
жайшее микроокружение.

Материал и методы. Был проведен анализ 
данных по экспрессии генов иммунной систе-
мы (цитокинов, в том числе хемокинов, и их 
рецепторов, паттерн-распознающих молекул 
и факторов роста) размещенных в базе дан-
ных GEO (Gene Expression Omnibus, номер 
GSE80754).

результаты. наибольшее количество гипе-
рэкспрессирующихся генов, функционально 
обеспечивающих паренхиматозно-стромаль-
ные отношения, наблюдается в дискретных 
опухолевых клетках. Для опухолевых клеток, 
строящих трабекулярные структуры, харак-
терным являлся спектр генов, способствую-
щий поляризации иммуно-воспалительной 
реакции в T-хелпер 2 подобный тип. клетки 
тубулярных структур характеризуются гипе-
рэкспрессией гена IL15, привлекающего NK 
клетки. Альвеолярные и солидные структу-
ры не обладают выраженной способностью 
модулировать свое микроокружение.

Заключение. опухолевые элементы раз-
личных морфологических структур инва-
зивной карциномы неспецифического типа 
(икнТ) характеризуются функциональной 
гетерогенностью по способности оказывать 
влияние на тип иммуно-воспалительных ре-
акций в своем микроокружении.
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Введение

на долю рака молочной железы (рмЖ) 
приходится 11,5% в структуре общей онко-

логической заболеваемости в россии [1]. Из-
вестно, что инвазивные формы рмЖ встре-
чаются гораздо чаще и представляют собой 
гетерогенную группу опухолей, которые раз-
личаются между собой по характеру клини-
ческого течения, морфогистологическим и 
молекулярно-генетическим параметрам [2]. 
В настоящее время, в соответствии с реко-
мендациями Всемирной организации Здра-
воохранения, в подгруппе инвазивного рмЖ 
выделяют инвазивную дольковую карциному 
и инвазивную карциному неспецифического 
типа (ИКнт). Последняя является наиболее 
распространенным вариантом рмЖ и, по раз-
ным источникам, занимает от 40 до 75% или 
от 50 до 80% в структуре этой опухоли [2, 
3]. морфологически ИКнт представляет со-
бой паренхиму (собственно измененные эпи-
телиальные клетки) и строму (соединитель-
ную ткань, инфильтрированную различными 
иммунными и не иммунными клетками). Два 
этих компартмента находятся в тесных взаи-
моотношениях и способны существенно вли-
ять друг на друга [4]. Коммуникации между 
ними осуществляются за счет широкого спек-
тра продуцируемых ими цитокинов, хемоки-
нов, ростовых факторов и экспрессии соот-
ветствующих рецепторов. В классическом 
представлении формирование микроокруже-
ния происходит благодаря синтезу хемокинов 
и цитокинов, обеспечивающих рекрутирова-
ние клеток в строму [5]. но клеточный состав 
микроокружения в строме опухоли может за-
висеть не только от привлечения разного типа 
клеток. малоизученным механизмом модули-
рования инфильтрации опухоли иммунными 
клетками является формирование биохими-
ческого барьера в опухоли за счет веществ 
– хеморепеллентов [6, 7].

некоторые свойства опухолевых клеток со-
пряжены со способностью формировать микро-
окружение [8]. так, например, известно, что 
ключевой регулятор эпителиально-мезенхи-



ВОПРОСЫ ОНКОЛОГИИ. 2020, ТОМ 66, № 3

271

мального перехода (ЭмП), белок Snail, про-
мотирует экспрессию хемокиновых лигандов 
CCL2 и CCL5, участвующих в рекрутирова-
нии макрофагов [9] и экспрессию лигандов для 
CXCR2, привлекающих супрессорные миелоид-
ные клетки [10]. Большую роль играет гетеро-
генность опухоли, которая характерна для рака 
молочной железы [11]. Известно, что клетки 
инвазивной карциномы молочной железы яв-
ляются неоднородными по своим свойствам, в 
том числе и по степени эпителиально-мезенхи-
мального перехода [12]. Вариабельность мор-
фологического строения ИКнт, потенциально, 
может являться одним из возможных факторов, 
влияющих на плотность инфильтрации стромы 
клеточными элементами.

таким образом, в силу существующей гете-
рогенности опухоли (как молекулярной, так и 
морфологической) в пределах одной опухоли 
стромально-паренхиматозные отношения могут 
варьировать. В представленной работе пред-
принята попытка с учетом морфологической 
гетерогенности рака молочной железы оценить 
способность опухолевых клеток воспринимать 
цитокиновые сигналы микроокружения и в от-
вет влиять на него.

Материал и методы

В работе использованы данные экспрессионного про-
филирования пяти морфологических структур ИКнт, раз-
мещенные в базе данных GEO (Gene Expression Omnibus, 
номер GSE80754) [12]. Исследование проведено на матери-
але от 3 пациентов (T1-2N0-1M0, люминальный Б молекуляр-
ный тип, возраст от 42 до 65 лет, средний возраст 56.42 ± 
8.75 лет) с гистологически верифицированным диагнозом 
ИКнт, не получавших неоадъювантную химиотерапию. 
Для получения образцов пяти морфологических структур 
ИКнт использовалась технология лазерной микродиссек-
ции PALM (Carl Zeiss, Германия). тотальная рнК была 
экстрагирована из образцов тубулярных, альвеолярных, 
солидных, трабекулярных структур опухоли, дискретных 
групп опухолевых клеток, а также морфологически неиз-
менного эпителия протоков молочной железы, полученных 
в ходе лазерной микродиссекции (n=18) с использованием 
RNeasy Plus Micro Kit (Qiagen, USA). Показатель целост-
ности RIN варьировал от 2,5 до 7,7 (средняя ~5,6). Для 
амплификации рнК был использован набор Ovation PicoSL 
WTA System V2 kit (NuGEN, USA). Полнотранскриптомное 
профилирование было проведено с применением микрочи-
пов SurePrint G3 Human GE v2, 8x60K microarrays (Agilent, 
USA), которые сканировались на SureScan Microarray 
Scanner (Agilent, USA).

Данные нормализовали относительно нормального 
эпителия молочной железы. В анализ включали гены, во-
влеченные в иммунные процессы, с уровнем экспрессии 
|log-fold change| ≥ log2 1.5 и статистической значимости 
P < 0.05. 

Таблица 1. Гены, гиперэкспрессирующиеся в различных морфологических структурах ИКНТ

Ген Полное название
Морфологические структуры

Туб альв Сол Траб дГоК

C1QtnF3 C1q and tumor necrosis factor related protein 3, transcript 
variant 2 n.C. n.C. n.C. n.C. 5,35

C1QtnF6 C1q and tumor necrosis factor related protein 6, transcript 
variant 1 n.C. n.C. n.C. n.C. 3,28

CCL2 chemokine (C-C motif) ligand 2 n.C. n.C. n.C. n.C. 3,54

CCL3L3 chemokine (C-C motif) ligand 3-like 3 n.C. n.C. n.C. n.C. 2,37

IGF2R insulin-like growth factor 2 receptor n.C. n.C. 2,96 n.C. n.C.

IGFBP5 insulin-like growth factor binding protein 5 3,88 n.C. n.C. 3,35 3,18

IGFBP7 insulin-like growth factor binding protein 7 n.C. n.C. n.C. n.C. 3,28

IGsF8 immunoglobulin superfamily, member 8 n.C. n.C. n.C. 2,59 n.C.

IL12RB2 interleukin 12 receptor, beta 2 n.C. n.C. n.C. 2,23 n.C.

IL13RA1 interleukin 13 receptor, alpha 1 n.C. n.C. n.C. 2,07 n.C.

IL15 interleukin 15, transcript variant 2 1,80 n.C. n.C. n.C. n.C.

IL17RA interleukin 17 receptor A, transcript variant 1 n.C. 4,51 n.C. n.C. n.C.

IL1B interleukin 1, beta n.C. n.C. n.C. n.C. 2,30

IL37 interleukin 37, transcript variant 1 n.C. 2,06 n.C. n.C. n.C.

tGFB2 transforming growth factor, beta 2, transcript variant 2 n.C. n.C. n.C. 3,23 3,28

tGFBR3L transforming growth factor, beta receptor III-like n.C. 3,20 n.C. n.C. n.C.

tLR3 toll-like receptor 3 n.C. n.C. n.C. n.C. 4,34

tnFRsF10A tumor necrosis factor receptor superfamily, member 10a 2,92 n.C. n.C. n.C. n.C.

tnFRsF12A tumor necrosis factor receptor superfamily, member 12A 3,16 3,22 n.C. n.C. n.C.

tnFRsF6B tumor necrosis factor receptor superfamily, member 6b n.C. n.C. n.C. 2,11 n.C.

VeGFC vascular endothelial growth factor C n.C. n.C. n.C. n.C. 2,63

Примечание (здесь и в табл. 2): Туб – тубулярные структуры, альв – альвеолярные структуры, Сол – солидные структуры, Траб – трабекулярные структуры, 
дГоК – дискретные группы опухолевых клеток. n.C. – не изменены относительно нормы.
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результаты и обсуждение

Из массива данных, полученных при микро-
матричном анализе, нами были отобраны све-
дения, касающиеся экспрессии 200 генов, ассо-
циированных с иммунной системой: цитокинов, 
включая хемокины (СС, Сх), интерлейкинов 
(IL), ростовых факторов (GF), интерферонов 
(IFN) и их рецепторов, а также Toll-подобных 
рецепторов. Следует отметить, что все 200 из-
ученных генов, экспрессировались и в нормаль-
ной ткани молочной железы. Гиперэкспрессия 
соответствующих генов в опухоли рассматрива-
лась как аргумент в пользу активации и большей 
вероятности синтеза соответствующих белков, в 
то время как гипоэкспрессия – наоборот, в поль-
зу снижения или даже отсутствия синтеза белка 
в клетках на момент исследования.

Перечень гиперэкспрессирующихся в различ-
ных морфологических структурах генов пред-
ставлен в табл. 1.

Экспрессионные профили морфологически 
различных структур ИКнт включали также и 
гипоэкспрессирующиеся гены (табл. 2). 

наибольшее количество гиперэкспрессиру-
ющихся генов было обнаружено в дискретных 
группах опухолевых клеток. Среди них были 
гены цитокинов CCL3L3, VEGFC, IGFBP7, 
TGFB2, C1QTNF6, CCL2 и C1QTNF3. Показано, 
что CCL3L3 усиливает инфильтрацию опухоли 
CD8+ т-лимфоцитами [13]. Известны исследо-
вания роли белка IGFBP7 на мышиных моделях. 
так, показано, что IGFBP7 переключает профиль 
цитокинов на т-хелпер 1 (T-helper – Th) тип в 
ткани матки [14].

Показано, что TGFβ (кодируется геном TGFB2) 
переключает иммунный ответ в направлении 
Th2 [15]. однонаправленный эффект с TGFβ, 
имеет и CCL2, опосредующий накопление Th2-
лимфоцитов при раке молочной железы [16].

отдельно стоит отметить обнаруженную ги-
перэкспрессию гена IL1B в дискретных группах 
опухолевых клеток. IL1 является цитокином, за-
пускающим каскад реакций, приводящих к раз-
витию острой местной воспалительной реакции. 
Показано, что IL1, источником которого явля-
ются клетки рака молочной железы, способен 
усиливать метастазирование и модулировать 
микроокружение в костном мозге [17].

Среди гиперэкспрессирующихся генов цито-
кинов были гены, не влияющие на поляриза-
цию иммуно-воспалительной реакции (ИВр) в 
микроокружении, но изменяющие свойства опу-
холевых клеток. VEGFC приводит к индукции 
лимфангиогенеза в опухоли и усилению мета-
стазирования при раке молочной железы [18]. 
Ген C1QTNF6 вовлечен в пролиферацию и ми-
грацию клеток карциномы желудка [19]. Помимо 
этого, в дискретных группах опухолевых клеток 
(ДГоП) гиперэкспрессирующимся оказался ген 
TLR3. Лигандом для TLR3 служит двухцепочеч-
ная молекула рнК, их взаимодействие приводит 
к активации NF-kb, транскрипционного фактора, 
ответственного за синтез ряда провоспалитель-
ных цитокинов [20]. Гипоэкспрессирующихся 
генов, связанных с иммунным ответом, в дис-
кретных группах опухолевых клеток не было 
обнаружено.

таким образом, экспрессионный профиль 
дискретных групп опухолевых клеток позволя-
ет полагать, что в их микроокружении способ-
на развиваться острая воспалительная реакция 
с потенциями к поляризации как в Th1, так и 
Th2 тип.

Для трабекулярных структур была характер-
на гиперэкспрессия генов TNFRSF6B, IL13RA1 
и IL12RB2. Белковый продукт гена TNFRSF6B 
является растворимым рецептором, способным 
нейтрализовать эффекты Fas лиганда (FasL), и 
белков-членов суперсемейства TNF – TNFSF14 
и TNFSF15, являющихся ингибиторами цитокин-
индуцированной пролиферации [21]. Кроме того, 
обработанные TNFRSF6B дендритные клетки 
стимулировали дифференцировку т-лимфоцитов 
в фенотип Th2, а обработанные макрофаги при-
обретали фенотип M2 [22]. рецепторы IL12RB2 
и IL13RA1 функционируют на лимфоидных 
клетках, их экспрессия на опухолевых клетках 
скорее (при наличии в микроокружении соот-
ветствующих лигандов) приводит к изменению 
свойств самих опухолевых клеток. так, извест-
но, что гиперэкспрессия гена IL12RB2 в клетках 
рака молочной железы линии 4T1 в мышиной 
модели сопряжена с реверсией эпителиально-
мезенхимального перехода в метастатических 
сайтах [23]. Кроме того, трабекулярные струк-
туры характеризовались сниженным уровнем 

Таблица 2. Гены, гипоэкспрессирующиеся в различных морфологических структурах ИКНТ

Ген Полное название
Морфологические структуры

Туб альв Сол Траб дГоК

CXCR2 chemokine (C-X-C motif) receptor 2 -1,88301 -2,08453 n.C. n.C. n.C.

CXCR4 chemokine (C-X-C motif) receptor 4, transcript 
variant 1 n.C. -3,44934 n.C. n.C. n.C.

CXCR5 chemokine (C-X-C motif) receptor 5, transcript 
variant 2 n.C. n.C. n.C. -3,62487 n.C.
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экспрессии гена CXCR5, ассоциированного с 
усилением пролиферации опухолевых клеток по 
данным J. Meijer [24].

Изложенные факты позволяют полагать, что 
трабекулярные структуры обладают потенциями 
к модуляции своего микроокружения скорее в 
направлении ИВр Th2-подобного типа (за счет 
секреции TNFRSF6B).

В солидных структурах только один ген, 
IGF2R, был гиперэкспрессирован по сравнению 
с нормальным эпителием молочной железы. 
Данный белок является рецептором к инсулин-
подобному ростовому фактору. Высокие уровни 
экспрессии IGF2R характерны для богатых ство-
ловыми клетками первичных опухолей молоч-
ной железы [25].

Способность альвеолярных структур моде-
лировать свое микроокружение, по данным на-
шего исследования, опосредуется гиперэкспрес-
сирующимся геном IL37. хорошо известна его 
иммуносупрессорная активность в отношении 
врожденного иммунитета [26]. остальные, ха-
рактерные для альвеолярных структур гиперэк-
спрессирующиеся гены, являлись рецепторами к 
цитокинам – TGFBR3L, TNFRSF12A и IL17RA 
– и, по данным литературы, скорее способны 
изменять свойства самих опухолевых клеток. 
так, показано, что TGFβRIII участвует в мигра-
ции и инвазии опухолевых клеток in vitro и ро-
сте ксенографтов in vivo [27]. Высокий уровень 
TNFRSF12A ассоциирован с гиперэкспрессией 
металлопротеиназы-9 (MMP-9) (в нашем иссле-
довании уровень экспрессии MMP-9 от нормы 
не отличался) и связан с неблагоприятным про-
гнозом при раке молочной железы [28]. Показа-
но, что IL17RA участвует в регуляции опухоле-
вого роста и ангиогенеза, а также играет важную 
роль в прогрессии колоректальной карциномы 
[29]. Помимо этого, в альвеолярных структурах 
отмечалась сниженная экспрессия двух генов, 
кодирующих рецепторы к хемокинам - CXCR2 
и CXCR4. Известно, что экспрессирующийся на 
опухолевых клетках CXCR2 опосредует ангио-
генный эффект IL8 в эндотелиальных клетках 
[30]. Белок CXCR4 является рецептором для 
SDF1 (stromal derived factor 1). Считается, что 
миграция по этой оси свойственна тканевым 
стволовым клеткам, а не иммунным [31]. 

Полученные нами данные свидетельствуют 
о том, что альвеолярные структуры способны 
подавлять врожденные иммунные реакции, при 
этом, не имеют особых потенций к модуляции 
микроокружения в направлении Th1 или Th2.

В тубулярных структурах были обнаружены 
два гиперэкспрессирующихся гена - TNFRSF10A 
и IL15. Ген TNFRSF10A остается малоизучен-
ным, однако показано, что он является участни-
ком внешнего пути запуска апоптоза [32]. о его 

способности модулировать ИВр к настоящему 
моменту не известно ничего. Белковый продукт 
другого гена, IL15, приводит к накоплению и 
активации натуральных киллеров (NK) в моде-
ли рака молочной железы [33]. Кроме того, в 
тубулярных структурах была снижена экспрес-
сия гена CXCR2, ассоциированного с плохим 
прогнозом и промоцией инвазии и метастази-
рования при раке легкого [34]. основываясь на 
представленных данных, можно полагать, что 
тубулярные структуры способны формировать 
в своем микроокружении реакции врожденного 
типа с цитотоксическим потенциалом. Быть мо-
жет это отчасти обусловливает благоприятную 
прогностическую значимость наличия тубуляр-
ных структур в опухоли.

Заключение

морфо-функциональная гетерогенность 
ИКнт, продемонстрированная во многих ис-
следованиях [11], позволяет обсуждать полу-
ченные результаты в двух аспектах: с точки 
зрения топической гетерогенности опухоли, 
проявляющейся различным уровнем экспрес-
сии генов в разных локусах опухоли, обуслов-
ленных совокупностью случайных факторов 
и с точки зрения закономерных различий в 
уровне экспрессии генов между опухолевы-
ми клетками, принадлежащими разным типам 
структур. результаты настоящего исследования 
позволяют полагать, что опухолевые элементы 
в зависимости от их принадлежности к разным 
типам морфологических структур характеризу-
ются неодинаковой способностью как моди-
фицировать микроокружение, так и отвечать 
на цитокиновые сигналы, источником которых 
является микроокружение. Причем, такой спо-
собностью в убывающем порядке обладают 
дискретные группы опухолевых клеток, трабе-
кулярные, альвеолярные, тубулярные и солид-
ные структуры.

наибольшее количество гиперэкспрессирую-
щихся генов, функционально обеспечивающих 
паренхиматозно-стромальные отношения, на-
блюдается в дискретных опухолевых клетках. 
Этот результат соответствует ранее полученным 
нами данным. В исследованиях м.В. Завьяло-
вой [35] показано, что в дискретных группах 
опухолевых клеток отмечено максимальное ко-
личество корреляционных связей между пара-
метрами опухолевых клеток (пролиферативная 
активность, экспрессия р53, BCL2 и b-катенина) 
и экспрессией CD4, CD8, CD20, CD117 и CD138 
в клетках инфильтрата. В работе е.В. Денисова 
и соавт. на основании оценки профиля генной 
экспрессии, показано, что дискретные группы 
опухолевых клеток проявляют большую степень 



ВОПРОСЫ ОНКОЛОГИИ. 2020, ТОМ 66, № 3

274

эпителиально-мезенхимального перехода по 
сравнению с другими типами структур [12]. Со-
вокупность этих данных позволяет полагать, что 
из всех типов морфологических структур опухо-
левые элементы дискретных структур находятся 
в более тесном взаимодействии с клеточными 
элементами микроокружения, в частности, об-
ладают большими потенциями к модификации 
иммуно-воспалительных реакций. Причем от-
носительно широкий спектр гиперэкспресси-
рованных генов говорит о способности ДГоП 
формировать как Th1-, так и Th2-подобный тип 
иммуно-воспалительных реакций. В связи с 
этим представляет интерес изучение механизма, 
посредством которого клетки дискретных групп 
приобретают такие способности. один из меха-
низмов – эпителиально-мезенхимальный переход 
с приобретением выраженного мезенхимального 
фенотипа – это предположение подтверждается 
нашими ранее опубликованными результатами 
[12]. Второй механизм может быть обусловлен 
гибридизацией опухолевых клеток с лимфоци-
тами/макрофагами. Известно, что гибридные 
клетки (экспрессирующие маркеры эпителиаль-
ных клеток и лейкоцитов) присутствуют среди 
циркулирующих опухолевых клеток при раке 
молочной железы [36].

В отличии от ДГоП клеточные элементы 
трабекулярных структур, судя по профилю ги-
перэкспрессирующихся генов, имеют высо-
кие потенции к стимуляции дифференцировки 
т-лимфоцитов в фенотип Th2, и макрофагов в 
фенотип M2, таким образом способствуя форми-
рованию иммуно-воспалительной реакции Th2-
подобного типа.

Судя по гиперэкспрессии гена IL37, клет-
ки альвеолярных структур характеризуются 
способностью подавлять развитие иммунных 
реакций врожденного типа. В отличие от дис-
кретных опухолевых клеток и трабекулярных 
структур, клеточные элементы альвеолярных не 
обладают значимой способностью к модуляции 
Th1- или Th2-подобных ИВр. Гипоэкспрессия 
CXCR2 характеризует низкую способность аль-
веолярных структур к стимуляции неоангиоге-
неза, а сниженная экспрессия CXCR4 позволяет 
предполагать, что опухолевые клетки, отделя-
ющиеся от альвеолярных структур, обладают 
низкой способностью к задержке в тканях, со-
держащих SDF1, а значит и потенцией к мета-
стазированию.

В отличие от описанных выше структур 
клеточные элементы тубулярных структур ги-
перэкспрессируют ген IL15, способствующий 
привлечению и активации NK клеток. Гипоэк-
спрессия CXCR2 может быть ассоциирована с 
низкой ангиогенной способностью тубулярных 
и альвеолярных структур.

В клетках солидных структур уровень экс-
прессии генов, ассоциированных с иммунной 
системой, не отличается от нормы, что можно 
трактовать как снижение потенции к избира-
тельной модификации ИВр в своем микроокру-
жении.

таким образом, результаты исследования 
дают основания полагать, что опухолевые эле-
менты различных морфологических структур 
ИКнт характеризуются функциональной гете-
рогенностью по способности оказывать влия-
ние на тип иммуно-воспалительных реакций в 
своем микроокружении. В связи с этим следу-
ет ожидать, что само наличие в опухоли того 
или иного типа опухолевых структур позволяет 
в определенной степени предполагать характер 
взаимоотношений с микроокружением, а коли-
чество разных типов структур в опухоли явля-
ется одним из факторов, определяющих разно-
образие сценариев паренхиматозно-стромальных 
отношений в опухоли.
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The aim of the study was to assess the ability of tu-
mor cells of invasive breast carcinoma of a non-specific type 
(IC NST) which forming various morphological structures to 
modulate their nearest microenvironment.

Material and methods. An analysis was carried out of 
the data on the expression of the immune system (cytokines, 
including chemokines, and their receptors, pattern-recognizing 
molecules and growth factors) genes placed in the GEO data-
base (Gene Expression Omnibus, number GSE80754).

Results. The largest number of overexpressing genes that 
functionally provide parenchymal-stromal relationships is ob-
served in discrete tumor cells. The spectrum of genes that 
contributed to the polarization in Th2 type of the immuno-
inflammatory response was a characteristic for tumor cells 
building trabecular structures. Cells of tubular structures are 
characterized by overexpression of the IL15 gene, which at-
tracts NK cells. Alveolar and solid structures do not have a 
pronounced ability to modulate their microenvironment.

Conclusion. Tumor elements of various morphological 
structures of IC NST are characterized by functional hetero-
geneity in their ability to influence the type of immuno-inflam-
matory reactions in their microenvironment.

Key words: morphological heterogeneity; immuno-inflam-
matory reactions; expression profile; microenvironment; breast 
cancer




