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Введение. Динамические взаимоотношения между опухолевыми клетками и их микроокружением имеют решающее 
значение в развитии, прогрессировании злокачественного процесса и формировании лекарственной резистентно-
сти.
Цель исследования – изучить молекулярно-генетические характеристики опухолевого микроокружения и меха-
низмы клеточной гибели при резистентном местно-распространенном раке молочной железы (РмЖ).
Материалы и методы. В исследование включены 48 пациенток с РмЖ T2–4N0–3M0–1

 
(средний возраст 55,6 ± 9,8 года) 

и 29 пациенток сопоставимого возраста с фиброаденомой молочной железы. Согласно дизайну работы больные разде-
лены на группы: в 1-ю группу вошли женщины с РмЖ, резистентным к неоадъювантной химиотерапии (n = 23),  
во 2-ю – с РмЖ и полным ответом на неоадъювантную химиотерапию (n = 25), в контрольную – с фиброаденомой 
(n = 29). Экспрессию CD4+, CD8+, CD20+, CD68+, фактора некроза опухоли α (TNF-α), фактора роста эндотелия сосудов А 
(VEGF A), Ang-2, матриксной металлопротеиназы 12 (ммР-12), индуцибельной синтазы оксида азота (iNOS), bcl-2, 
p53 и CD95 оценивали с помощью иммуногистохимического метода.
Результаты. при фенотипировании иммунных клеток выявлены следующие различия: в ткани опухоли пациенток 
1-й группы отмечено значимое снижение числа цитотоксических CD8+-клеток по сравнению с тканью опухоли па-
циенток 2-й (р = 0,001) и контрольной (р = 0,032) групп, во 2-й группе –значимое увеличение числа CD68+-клеток 
по сравнению с 1-й группой (р = 0,027). Цитокиновый профиль опухолевого микроокружения в 1-й группе харак-
теризовался статистически значимой гиперэкспрессией TNF-α по сравнению со 2-й (р >0,001) и контрольной  
(р = 0,01) группами. В отношении апоптотических факторов отмечено значимое снижение экспрессии bcl-2 и р53  
в 1-й группе по сравнению со 2-й группой (р = 0,001 и р = 0,02 соответственно).
Заключение. представленные результаты могут послужить основой для создания диагностических алгоритмов, 
обладающих высокой предсказательной значимостью в отношении эффективности неоадъювантной химиотерапии, 
а также помочь в идентификации новых мишеней для обоснования применения комбинированных методов лечения 
РмЖ на ранних этапах.
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жение опухоли
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Introduction. The dynamic relationship between tumor cells and their microenvironment is critical in the development, 
and progression of the malignant process, and the formation of drug resistance.
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Aim. Тo study the molecular genetic characteristics of the tumor microenvironment and the mechanisms of cell death 
in resistant locally advanced breast cancer.
Materials and methods. The study included 48 patients with breast cancer T2–4N0–3M0–1 (mean age 55.6 ± 9.8 years), 
and 29 patients of comparable age with breast fibroadenoma. According to the design of the study, patients were divided 
into groups: Group 1 included women with breast cancer resistant to neoadjuvant chemotherapy (n = 23), Group 2 –  
with breast cancer and a complete response to neoadjuvant chemotherapy (n = 25), control Group – with fibroadenoma 
(n = 29). The expression of markers CD4+, CD8+, CD20+, CD68+, tumor necrosis factor α (TNF-α), vascular endothelial 
growth factor A (VEGF A), Ang-2, matrix metalloproteinase 12 (MMP-12), inducible nitric oxide synthase (iNOS), bcl-2, 
p53, CD95 was assessed using immunohistochemistry.
Results. When phenotyping immune cells, the following differences were obtained: in the tumor tissue of patients  
in Group 1, a significant decrease in the number of cytotoxic CD8+ cells was noted compared to Group 2 (p = 0.001)  
and control (p = 0.032). In Group 2, a significant increase in the number of CD68+ cells was revealed in relation to Group 
1 (p = 0.027). The cytokine profile of the tumor microenvironment in Group 1 is characterized by statistically significant 
overexpression of TNF-α compared to Group 2 (p	>0.001) and the control Group (p = 0.01). With regard to apoptotic 
factors, noteworthy is the significant decrease in the expression of bcl-2 and p53 in Group 1 compared to Group 2  
(p = 0.001 and p = 0.02 accordingly).
Conclusion. The presented results can serve as the basis for the creation of diagnostic algorithms that have predictive 
value regarding the effectiveness of NCT, and also to help identify new targets to justify the use of combined breast 
cancer treatments in the early stage. 
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ВВЕДЕНИЕ
Злокачественные новообразования молочной же-

лезы по-прежнему занимают ведущие позиции в струк-
туре онкопатологии среди женщин всего мира [1, 2]. 
Медико-социальная значимость проблемы рака мо-
лочной железы (РМЖ) продиктована ростом заболе-
ваемости, высокими показателями инвалидизации  
и смертности, в том числе среди женщин молодого 
возраста. Несмотря на раннюю диагностику, основной 
причиной, обусловливающей высокие показатели ле-
тальных исходов, является прогрессирование заболе-
вания на разных этапах онкологического процесса  
на фоне безуспешной или недостаточно эффективной 
терапевтической стратегии [3]. Известно, что для 
РМЖ характерна высокая гетерогенность как опухо-
левых клеток, так и их клеточного микроокружения, 
что, в свою очередь, может способствовать развитию 
лекарственной резистентности опухоли и повышению 
ее метастатического потенциала [4].

Результаты исследований последних лет показали, 
что вариабельность клеточного состава и функцио-
нальная активность клеток, инфильтрирующих строму 
опухоли, могут выступать в качестве ключевых факто-
ров регуляции развития злокачественного процесса [5]. 
Согласно данным литературы, в процессе формиро-
вания ландшафта опухоли участвуют клетки (макро-
фаги, дендритные клетки, Т- и В-лимфоциты) [6], 
сигнальные молекулы (синтазы оксида азота) [7], ро-
стовые факторы (фактор роста эндотелия сосудов А 
(VEGF-A), Ang-2) [8], хемокины и цитокины (фактор 
некроза опухоли α, TNF-α) [9], ферменты (матриксная 

металлопротеиназа 12, ММР-12) [10], выполняющие 
роль метаболических регуляторов и обеспечивающие 
миграцию, инвазию, ангиогенез и модуляцию динами-
ческого взаимодействия всех звеньев канцерогенеза. 
Большая роль в опухолевой прогрессии и формировании 
лекарственной резистентности также отводится онкобел-
кам и гликопротеинам (bcl-2, Fas/АРО (CD95), р53) [11]; 
изменение их экспрессии может способствовать сниже-
нию эффективности иммунного надзора и препятство-
вать апоптотической гибели опухолевых клеток.

Роль указанных маркеров при РМЖ исследуется 
давно, однако опубликованные результаты фрагмен-
тарны, о механизмах развития лекарственной рези-
стентности нет единого мнения. При этом в случае 
определения молекулярно-генетических характерис-
тик опухолевого микроокружения наиболее оправдан-
ными и информативными становятся многопараме-
трические иммуногистохимические (ИГХ) методы, 
которые позволяют определить взаиморасположение 
популяций клеток, что является важным фактором 
изучения межклеточных взаимодействий в канцеро-
генезе. Таким образом, комплексная детекция целевых 
биомаркеров опухоли и ее микроокружения может 
открыть новые терапевтические точки приложения  
и предложить новые тактические подходы для увели-
чения периода ремиссии и долгосрочной выживаемо-
сти пациенток с РМЖ [12].

Цель исследования – изучить молекулярно-гене-
тические характеристики опухолевого микроокруже-
ния и механизмы клеточной гибели при резистентном 
местно-распространенном РМЖ.
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МАТЕРИАЛы И МЕТОДы
В исследование включены 48 пациенток с РМЖ 

T2–4N0–3M0–1
 
(средний возраст 55,6 ± 9,8 года)  

и 29 пациенток сопоставимого возраста с фиброаде-
номой, наблюдавшихся с 2020 по 2023 г. в Крымском 
республиканском онкологическом клиническом дис-
пансере им. В.М. Ефетова. Согласно дизайну работы 
больные разделены на группы: в 1-ю группу вошли 
женщины с РМЖ, резистентным к неоадъювантной 
химиотерапии (НХТ) (n = 23), во 2-ю – с РМЖ и пол-
ным ответом на НХТ (n = 25), в контрольную – с фи-
броаденомой (n = 29). Обследование пациенток  
до начала терапии было стандартным. Использовали 
визуализирующие методы исследования структуры мо-
лочной железы (маммографию, ультразвуковое иссле-
дование, эластографию, маммолимфосцинтиграфию) 
и морфологическую верификацию изменений на тка-
невом уровне при микроскопии трепанобиоптатов  
с последующим ИГХ-анализом данных образцов.

В неоадъювантном режиме пациенткам проводили 
химиотерапию по схеме FAC (5-фторурацил в дозе  
500 мг/м2, доксорубицин в дозе 50 мг/м2, циклофосфа-
мид в дозе 500 мг/м2). После НХТ выполняли опера-
цию в объеме радикальной мастэктомии, радикальной 
резекции или секторальной резекции с аксиллярной 
лимфаденэктомией. Эффективность НХТ оценивали 
по результатам клинических, инструментальных  
и морфологических исследований, согласно рекомен-
дациям Всемирной организации здравоохранения.

Исследования проводили в Центральной научно-
исследовательской лаборатории Медицинского ин-
ститута им. С.И. Георгиевского Крымского федераль-
ного университета им. В.И. Вернадского. Изучали 
фрагменты тканей первичного очага опухоли, получен-
ные на разных этапах лечения. Кусочки ткани после 
фиксации, обезвоживания и стандартной проводки 
заливали в парафиновые блоки согласно инструкциям 
производителя рекомендованного гистологического 

оборудования фирмы Leica (Германия). Мы изучили  
с помощью ИГХ-метода экспрессию следующих опу-
холь-инфильтрирующих иммунных клеток: CD4+-  
и CD8+-Т-лимфоцитов, CD20+-В-лимфоцитов  
и CD68+-макрофагов. Также исследовали экспрессию 
цитокина TNF-α, VEGF-A и Ang-2, ММР-12, маркера 
гипоксии индуцибельной синтазы оксида азота 
(iNOS), факторов онкогенеза и апоптоза (bcl-2, p53, 
CD95).

Иммуногистохимический анализ выполнен с ис-
пользованием стейнера Bond-MAX (Leica Biosystems 
Melbourne Pty Ltd., Австралия). Парафиновые срезы 
толщиной 4 мкм помещали на высокоадгезивные 
стек ла и окрашивали по протоколу, соответствующему 
каждому антителу (CD4 (clone 4B12, Leica, Велико-
британия), CD8 (clone YN00246m, Elabscience, США; 
разведение 1:200), CD20 (clone L26, Leica, Великобри-
тания; разведение 1:100), CD68 (clone 125212, Abcam, 
США; разведение 1:100), TNF-α (clone 220210, Abcam, 
США; разведение 1:100), VEGF A (clone RB-9031-P1, 
Thermo Scientific, Великобритания; разведение 1:100), 
Ang-2 (clone 8452, Abcam, США; разведение 1:100), 
ММР-12 (clone 137443, Abcam, США; разведение 
1:500), iNOS (clone 230456, Abcam, США; разведение 
1:100), bcl-2 (clone BCL-2/100/D5, Leica, Великобри-
тания; разведение 1:100), p53 (clone DO-7, Leica, Ве-
ликобритания; разведение 1:200), CD95 (clone 13/Fas, 
BD Biosciences, США; разведение 1:100)), с системой 
визуализации Bond Polymer Refine Detection Systems 
(Leica Biosystems, Великобритания). Протокол реак-
ции включал этапы депарафинизации, высокотемпе-
ратурной демаскировки в буферном растворе, подав-
ления эндогенной пероксидазы перекисью водорода, 
инкубации с первичным, вторичным и третичным 
антителами, меченными полимером, и окрашивания 
ядер гематоксилином (табл. 1). Использованы прото-
колы постановки реакции, рекомендованные произ-
водителями соответствующих клонов антител.

Таблица 1. Характеристика антител и особенности протоколов реакции

Table 1. Characteristics of antibodies and features of reaction protocols

Антитело 
Antibody

Клон 
Clon

Производитель 
Manufacturer

Разведение 
Dilution

Демаскировка, pH 
(мин) 

Retrieval, pH (min)

Инкубация, мин 
Incubation, min

СD4 4B12 Leica, Великобритания – 6,0 (20) 15

CD8 YN00246m Elabscience, США 1:200 9,0 (20) 15

CD20 L26 Leica, Великобритания 1:100 9,0 (20) 15

CD68 125212 Abcam, США 1:100 9,0 (20) 15

TNF-α 220210 Abcam, США 1:100 6,0 (30) 15

VEGF A RB-9031-P1 Thermo Scientific, Великобритания 1:100 6,0 (30) 15

Ang-2 8452 Abcam, США 1:100 6,0 (20) 15

MMP12 137443 Abcam, США 1:500 6,0 (30) 15
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Препараты заключали под покровное стекло  
и просматривали под микроскопом Leica DM2000 
(Leica Microsystems, Германия). Интенсивность окра-
шивания оценивали не менее чем в 10 полях зрения  
в каждом случае. Для маркеров дифференцировки 
лимфоцитов, а также bcl-2, p53 и iNOS подсчитывали 
абсолютное число положительно окрашенных клеток 
в поле зрения, для TNF-α, VEGF A, Ang-2, MMP12  
и CD95 – процент окрашенных клеток в поле зрения  
и интенсивность окрашивания по 4-балльной шкале  
от 0 до 3 (0 баллов – отсутствие окрашивания, 1 балл – 
окрашивание слабой интенсивности, 2 балла – окра-
шивание средней интенсивности, 3 балла – интенсив-
ное окрашивание), а также абсолютное количество 
положительно окрашенных клеток.

Статистический анализ выполнен с помощью про-
граммы Statistica 6.0 (StatSoft Inc., США). Нормальное 
распределение ввиду малой выборки оценивали по 
критериям Шапиро–Уилка. Сравнительный анализ 
выполнен с использованием точного теста Фишера. 
Взаимосвязь между показателями оценивали методом 
ранговой корреляции Спирмена. Различия считали 
статистически значимыми при р <0,05.

РЕзУЛьТАТы
Общая характеристика больных РМЖ представле-

на в табл. 2.
При проведении ИГХ-исследования образцов тка-

ни молочной железы пациенток трех обследуемых 
групп выявлены особенности параметров иммунитета 

Антитело 
Antibody

Клон 
Clon

Производитель 
Manufacturer

Разведение 
Dilution

Демаскировка, pH 
(мин) 

Retrieval, pH (min)

Инкубация, мин 
Incubation, min

iNOS 230456 Abcam, США 1:100 6,0 (30) 15

bcl-2 BCL-2/100/D5 Leica, Великобритания 1:100 6,0 (30) 15

P53 DO-7 Leica, Великобритания 1:200 6,0 (20) 15

CD95 13/Fas BD Biosciences, США 1:100 6,0 (20) 15

Примечание . TNF-α – фактор некроза опухоли α; VEGF A – фактор роста эндотелия сосудов А; MMP-12 – металлопротеи-
наза 12; iNOS – индуцибельная синтаза оксида азота. 
Note . TNF-α – tumor necrosis factor α; VEGF A – vascular endothelial growth factor A; MMP-12 – metalloproteinase 12; iNOS – inducible nitric oxide 
synthase.

Окончание табл. 1

End of table 1

Таблица 2. Общая характеристика пациенток с раком молочной железы, абс. (%)

Table 2. General characteristics of patients with breast cancer, abs. (%)

Параметр 
Parameter

Группа 1
(n = 23) 
Group 1 
(n = 23)

Группа 2
(n = 25) 

Group  
(n = 25)

Размер опухоли (T): 
Tumor size (T):

T1 
T2 
T3 
Tx 

2 (8,7)
18 (78,3)

1 (4,3)
2 (8,7)

5 (20,0)
11 (44,0)
4 (16,0)
5 (20,0)

Наличие регионарных метастазов (N): 
Presence of regional metastases (N):

N0
N1
N2
N3 

 

6 (26,1)
9 (39,1)
7 (30,4)
1 (4,4)

 

5 (20,0)
10 (40,0)
8 (32,0)
2 (8,0)

Стадия заболевания: 
Disease stage:

IIA 
IIB 
IIIA 
IIIC 

 

8 (34,8)
7 (30,4)
7 (30,4)
1 (4,4)

 

5 (20,0)
9 (36,0)
9 (36,0)
2 (8,0)
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Параметр 
Parameter

Группа 1
(n = 23) 
Group 1 
(n = 23)

Группа 2
(n = 25) 

Group  
(n = 25)

Степень злокачественности (G): 
Grade of malignancy (G):

G
2

G
3
 

 

3 (13,0)
20 (87,0)

 

7 (28,0)
18 (72,0)

Экспрессия рецептора эстрогена α (ERα): 
Expression of estrogen receptor (ERα):

ERα+
ERα–

 

6 (26,1)
17 (73,9)

 

6 (24,0)
19 (76,0)

Экспрессия рецепторов прогестерона (PR): 
Expression of progesterone receptors (PR):

PR+
PR–

 

5 (21,7)
18 (78,3)

 

9 (36,0)
16 (64,0)

Экспрессия рецепторов эпидермального фактора роста 
2-го типа (HER2): 
Expression of human epidermal growth factor 2 receptors (HER2):

HER2+
HER2–

 

6 (26,1)
17 (73,9)

 

6 (24,0)
19 (76,0)

Окончание табл. 2

End of table 2

Рис. 1. Экспрессия маркеров дифференцировки лимфоцитов в контрольной и экспериментальных группах. Стрелками указаны положительно 
окрашенные клетки
Fig. 1. Expression of lymphocyte differentiation markers in the control and experimental groups. The arrows indicate positively stained cells

Контроль / Control Группа 1 / Group 1 Группа 2 / Group 2

CD4

CD20

CD68
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в зависимости от степени ответа на НХТ. Количество 
неактивированных В-лимфоцитов (СD20+) в группе 
контроля редко превышало 5 клеток в поле зрения. 
Для пациенток 1-й и 2-й групп установлена следующая 
зависимость: в строме опухоли популяция В-лимфо-
цитов малочисленна, в то время как в зоне демарка-
ции, в лимфоидных скоплениях количество СD20+-
клеток превышало контрольные значения, достигая 
максимума в группе резистентных форм РМЖ (рис. 1). 
Т-хелперы (CD4+) образовывали скопления в лимфо-
идных узелках, сформированных в демаркационной 
зоне больных 1-й и 2-й групп. Представленность 
СD4+ в строме опухоли экспериментальных групп не 
имела значимых различий и соответствовала показа-
телям пациенток контрольной группы (см. рис. 1). 
Отмечено также достоверное снижение уровня Т-кил-
леров (CD8+) как в строме опухоли, так и в демаркаци-
онной зоне в 1-й группе по сравнению со 2-й (р = 0,001) 
и контрольной (р = 0,032) группами. Наиболее распро-
страненными во всех группах оказались клетки макро-
фагальной линии, идентифицируемые в ходе ИГХ-ана-
лиза с помощью антител к CD68+. В группе контроля 

их количество в среднем составило 5 (4–6) клеток  
в поле зрения (см. рис. 1). В 1-й и 2-й группах в участках 
зоны демаркации и условно здоровой ткани за граница-
ми опухоли количество макрофагов было значительно 
меньше. При этом макрофагальная популяция оказа-
лась больше во 2-й группе по сравнению с 1-й группой 
(р = 0,027). 

Интенсивность экспрессии TNF-α различалась  
в зависимости от группы и исследуемого участка ткани. 
В ткани пациенток контрольной группы TNF-α-
положительными в среднем оказались 10 % клеток 
стромы и 30 % железистых клеток (рис. 2). Во 2-й группе 
(у пациенток с полным ответом на НХТ) уровень экс-
прессии TNF-α в стромальных клетках (макрофагах, 
эндотелиоцитах, адипоцитах) не отличался от этого 
показателя в группе контроля. В 1-й же группе (у боль-
ных с резистентными формами РМЖ) уровень экспрес-
сии этого биомаркера в образцах ткани был достоверно 
выше по сравнению со 2-й (р >0,001) и контрольной  
(р = 0,01) группами.

В отношении сосудистых факторов получены сле-
дующие данные: эпителий молочной железы в ткани 

Рис. 2. Экспрессия маркеров ангиогенеза и фактора некроза опухоли α в ткани молочной железы женщин контрольной и экспериментальных групп. 
Стрелками указаны положительно окрашенные клетки. TNF-α – фактор некроза опухоли α; VEGF A – фактор роста эндотелия сосудов A
Fig. 2. Expression of angiogenesis markers and tumor necrosis factor α in breast tissue of women from the control and experimental groups. The arrows indicate 
positively stained cells. TNF-α – tumor necrosis factor α; VEGF A – vascular endothelial growth factor A

Контроль / Control Группа 1 / Group 1 Группа 2 / Group 2

TNF-α

VEGF A

Ang-2
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пациенток с фиброаденомой характеризуется высоким 
уровнем экспрессии VEGF A и Ang-2 (см. рис. 2).  
В строме насчитывается в среднем 22 (16–28) VEGF A+-
клетки в поле зрения, 1/4 из которых составляют эндоте-
лиоциты кровеносных сосудов. Несколько выше экс-
прессия Ang-2 в строме молочной железы – 39 (26–42) 
клеток в поле зрения. В группах пациенток с РМЖ 
интенсивность экспрессии в опухолевых и в здоровых 
клетках снижается как по яркости окрашивания, так 
и по числу окрашенных клеток. Также в строме опу-
холевой и условно здоровой ткани достоверно умень-
шалось количество VEGF А+-клеток. Экспрессия 
Ang-2 в резистентной ткани пациенток эксперимен-
тальных групп была значительно повышена как в эн-
дотелиоцитах, так и в опухолевой строме по сравне-
нию с этим показателем в здоровой ткани. 

При оценке уровня ММР-12 в здоровом эпителии 
выявлена его экспрессия средней интенсивности более 
чем в 60 % клеток. В группе полного ответа на терапию 
наблюдалась тенденция к снижению интенсивности экс-
прессии, а резистентный РМЖ, наоборот, экспрессиро-
вал ММР-12 сильнее, однако различия не были 

статистически значимыми. Количество здоровых кле-
ток, экспрессирующих iNOS, составило в среднем  
6 (5–7) эпителиоцитов в поле зрения (рис. 3). В строме 
количество iNOS-положительных клеток оказалось  
в 2 раза ниже. В 1-й и 2-й группах их количество в строме 
и эпителии оказалось значительно меньше, независимо 
от лечения (р = 0,029 и р = 0,040 соответственно). Экс-
прессия апоптотического маркера FAS в эпителии  
и строме здоровой и опухолевой тканей не имела значи-
мых различий. В единичных случаях у пациенток с РМЖ, 
резистентным к НХТ, наблюдалось снижение экспрессии 
данного маркера. Антиапоптотический фактор bcl-2 экс-
прессировался в большинстве эпителиоцитов ткани груп-
пы контроля (в среднем 410 (324–516) клеток в поле зре-
ния), а также в клетках стромы (50 (40–66) клеток в поле 
зрения). В 1-й и 2-й группах наблюдалось статистически 
значимое снижение экспрессии bcl-2 как в эпителии, так 
и в строме опухоли и условно здоровой ткани (см. рис. 3). 
При этом в 1-й группе данная особенность оказалась бо-
лее выраженной по сравнению со 2-й группой (р = 0,001). 
Антионкогенный р53 умеренно экспрессировался в ядрах 
нормальных эпителиоцитов (25 (21–37) клеток в поле 

Рис. 3. Экспрессия индуцибельной синтазы оксида азота (iNOS), bcl-2 и р53 в ткани опухоли молочной железы и в контрольной группе. Стрелка-
ми указаны положительно окрашенные клетки
Fig. 3. Expression of inducible nitric oxide synthase (iNOS), bcl-2 and p53 markers in breast tumor tissue and in the control group. The arrows indicate positively 
stained cells

Контроль / Control Группа 1 / Group 1 Группа 2 / Group 2

iNOS

bcl-2

p53
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зрения) и отсутствовал в клетках стромы. В опухоле-
вой ткани уровень экспрессии р53 снижался, особенно 
при резистентных формах РМЖ по сравнению с РМЖ 
с полным ответом на НХТ (р = 0,02). При этом в участ-
ках условно здоровой ткани в группах с ответом  
на НХТ и резистентных к ней р53 детектировался только 
в эпителиоцитах и также статистически значимо мень-
ше, чем в ткани контрольной группы (р = 0,004).

В ходе корреляционного анализа выявлены значи-
мые связи различной силы и направленности между 
экспрессией маркеров. Так, СD4+- и CD8+-клетки  
в ткани опухоли РМЖ характеризовались положитель-
ными корреляционными взаимосвязями с маркерами 
MMP-12 (r = 0,510), iNOS (r = 0,493), p53 (r = 0,656), 
bcl-2 (r = 0,590) и VEGF A (r = 0,457). Экспрессия 
VEGF A в строме опухоли и здоровой ткани имела по-
ложительные связи с уровнями MMP-12 (r = 0,680  
и r = 0,558 соответственно) и TNF-α (r = 0,491  
и r = 0,579 соответственно). Аналогичная ассоциация 
выявлена для TNF-α и Ang-2 (r = 0,497 и r = 0,619 со-
ответственно). Повышение интенсивности экспрес-
сии FAS в строме условно здоровой ткани опухолевых 
образцов имело обратные корреляционные связи  
с Ang-2 (r = –0,539), MMP12 (r = –0,523), TNF-α  
(r = –0,493) и iNOS (r = –0,563). При этом экспрессия 
iNOS, VEGF A, Ang-2, MMP-12 и TNF-α в опухолевой 
ткани была положительно связана с количеством 
FAS+-клеток и интенсивностью экспрессии этого бел-
ка в эпителии опухоли. Ang-2 и ММР-12 в строме опу-
холи ассоциированы с экспрессией р53 в опухолевых 
клетках (r = 0,512 и r = 0,503 соответственно). Анало-
гичная ассоциация экспрессии р53 и TNF-α (r = 0,510) 
и ММР-12 (r = 0,672) отмечена в контрольных образ-
цах. Антиапоптотический белок bcl-2 в строме ткани 
железы имел связь с Ang-2 (r = 0,714), ММР-12  
(r = 0,742) и TNF-α (r = 0,663). 

ОбСУжДЕНИЕ
В современной литературе содержится много дан-

ных о взаимосвязи механизмов лекарственной рези-
стентности и аберрантной активации ростовых факто-
ров, цитокинов, ферментов, дерегуляцией экспрессии 
их рецепторов, сигнальных каскадов, мутациями  
в онкогенах и генах-супрессорах опухолей [5]. Мы из-
учили молекулярно-генетические характеристики 
опухолевого микроокружения и механизмы клеточной 
гибели при резистентном РМЖ. Полученные данные 
позволили выделить как минимум 2 значимых звена  
в процессе формирования лекарственной устойчиво-
сти опухоли.

Первый механизм, вероятно, связан с подавлени-
ем иммунного ответа и формированием провоспали-
тельного профиля микроокружения опухоли. Мы вы-
явили, что отсутствие ответа на НХТ сопряжено со 
смещением соотношения субпопуляций Т-лимфоци-
тов (CD4+/CD8+) в сторону снижения цитотоксиче-
ских CD8+-клеток и повышения экспрессии TNF-α. 

Т-клеточный иммунитет является одним из ком- 
понентов противоопухолевой защиты [13], дефицит 
пула CD8+-клеток в ткани резистентных форм РМЖ 
говорит об уклонении опухоли от иммунного надзора. 
Схожие данные получены и другими авторами [14, 15], 
выявившими, что значительная инфильтрация лим-
фоцитами опухоли молочной железы связана с более 
высокой вероятностью полного ответа на НХТ, а для 
ткани железы после завершения курсов терапии ха-
рактерно повышенное соотношение уровней экспрес-
сии CD8+ и CD4+, а также рост гранзима В, стимуля-
тора пироза и апоптоза клеток карциномы при РМЖ. 
Результаты исследования ИГХ-статуса тканей паци-
енток с РМЖ показали положительную зависимость 
эффективности терапии антрациклином и таксанами 
от наличия в опухолевом микроокружении опухоль-
инфильтрирующих лимфоцитов Foxp3+ и CD8+ [16]. 
Фактор некроза опухоли α также участвует в механиз-
мах опухоль-супрессивных эффектов иммунных кле-
ток. Такая стимуляция провоспалительного профиля 
микроокружения опухоли связана с модулированием 
иммунного ответа и необходимостью поддержания 
оптимального соотношения CD4+- и CD8+-клеток  
и является важной задачей повышения эффективности 
терапии РМЖ [17]. Большая роль в реализации иммун-
ного противоопухолевого ответа принадлежит и опухо-
леассоциированным макрофагам. В ходе исследований 
тканей опухоли РМЖ трижды негативного иммунофе-
нотипа не выявлено значимых корреляций CD68+  
с общей и безрецидивной выживаемостью. При этом 
высокая плотность CD68+ в инвазивном РМЖ напря-
мую связана со снижением показателей общей выжива-
емости [18]. Эти данные свидетельствуют о вовлеченно-
сти CD68+ в супрессивный тип ответа. В нашем 
исследовании выраженность CD68+-инфильтрации 
опухоли у больных с резистентной формой РМЖ не от-
личалась от таковой у пациенток контрольной группы, 
тогда как у женщин с ответом на лечение она была 
существенно выше. В целом из-за высокой гетероген-
ности популяции CD68+-клеток их прогностическое 
значение при РМЖ не до конца ясно.

Второй механизм возникновения резистентности 
опухоли к химиотерапии, идентифицированный в на-
шем исследовании, проявляется в виде ухода клеток 
от апоптоза (повышение уровня bcl-2 и снижение 
уровня FAS) и блокировки ферментов клеточного ме-
таболизма (р53). 

Программируемая гибель опухолевых клеток может 
быть индуцирована по внешнему и внутреннему путям. 
Применяемые препараты могут действовать через ре-
цептор-лигандную систему CD95 (Fas/APO-1) [19]. 
Взаимодействие Fas-лиганда с экстрацеллюлярным 
доменом Fas-рецептора, активируя каспазу 8 в опухо-
левой клетке, запускает механизм клеточной гибели 
по внешнему пути. Отсутствие экспрессии CD95-ре-
цептора в клетках является еще одним механизмом 
ухода от иммунного надзора, приводящего к блокиро-
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ванию апоптоза [20]. Цитотоксические препараты  
и лучевая терапия также могут способствовать актива-
ции внутреннего пути апоптоза, ассоциированного  
с каспазой 9 [21]. Наиболее изученными белками, уча-
ствующими в управлении данным процессом, явля-
ются продукты протоонкогена bcl-2 и гена-супрессора 
опухолевого роста р53. Продемонстрировано, что по-
вышенная экспрессия bcl-2 зачастую связана с люми-
нальными типами РМЖ, а его ингибирование повы-
шает эффективность химиотерапевтических агентов 
[22–24]. В ходе нашего исследования мы не выявили 
статистических корреляций и различий между груп-
пами в зависимости от рецепторного статуса ER-α/PR 
(PR – рецептор прогестерона), однако, по нашему 
мнению, это перспективное направление дальнейшей 
работы при существенном увеличении выборки.

Белок p53 также играет большую роль в регуляции 
опухолевого ландшафта; его дисфункция может быть 
еще одной причиной гиперэкспрессии TNF-α у паци-
енток с резистентным к НХТ РМЖ [25]. Важно учесть, 
что мы не изучали мутации гена p53, но данный фактор, 
несомненно, влияет на способ ответа опухоли на НХТ. 
Результаты нашего исследования демонстрируют пре-
имущественно отрицательный ИГХ-статус экспрессии 
данного белка в опухолевой ткани пациенток с отсут-
ствием эффекта от НХТ и положительный ИГХ-статус 
у больных с адекватным лечебным патоморфозом.

Важно отметить также различную динамику сосуди-
стых факторов: для VEGF A, не зависящего от ответа 
опухоли на терапию, характерно снижение активности 
вследствие ее эффекта, а для Ang-2 – уменьшение экс-
прессии в резистентных очагах. Таким образом, в чувст-
вительном к терапии очаге уровень экспрессии Ang-2 
больше, чем VEGF A, а в резистентном – наоборот, 

что подтверждается результатами работ других иссле-
дователей онкоангиопоэза [26].

В целом наблюдается закономерность в ослабле-
нии выявленных взаимосвязей между экспрессией 
различных маркеров в опухолевой ткани по сравне-
нию с неопухолевой. Обращает на себя внимание сни-
жение числа связей (их потеря). В отдельных случаях 
(c FAS-рецептором) наблюдается инверсия ассоциа-
ции: в неопухолевой ткани она отрицательная (обрат-
ная), а в опухоли становится положительной (прямой). 
Выявлено наибольшее количество связей с маркерами 
сосудистого роста, отвечающими за метаболизм клет-
ки (р53, iNOS) и структуру ткани (ММР-12, TNF-α), 
что может свидетельствовать о дисбалансе в сигналь-
ных взаимодействиях внутри опухолевой ткани и с ее 
микроокружением.

зАКЛючЕНИЕ
Лекарственная резистентность при РМЖ обуслов-

лена многими факторами: 1) истощением пула эффек-
торных противоопухолевых клеточных популяций,  
в частности Т-цитотоксических клеток; 2) формирова-
нием вокруг опухоли провоспалительной микросреды 
посредством «манипулирования» цитокинами; 3) нару-
шением программ гибели опухолевых клеток; 4) акти-
вацией пути ангиогенеза, зависимого от Ang-2. Полу-
ченные результаты могут служить основой для создания 
диагностических алгоритмов, обладающих предиктив-
ной значимостью в отношении эффективности НХТ, 
а также в будущем помочь идентифицировать мишени 
для новых методов комбинированного лечения РМЖ, 
например с иммунотерапией, применением промото-
ров внутреннего пути активации апоптоза, ингибито-
ров Ang-2-зависимого ангиогенеза. 
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