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Резюме. Введение. Рак молочной железы у женщин является часто встречаемой злокачественной опу-
холью. Прогноз течения и тактика лечения этого новообразования зависят от клинической стадии 
и биологического подтипа опухоли. Цель исследования – изучить иммуногистохимическую харак-
теристику сторожевых лимфатических узлов при различных молекулярно-биологических подтипах 
опухоли молочной железы.
Материалы и методы. С помощью гистологических и иммуногистохимических методов изучены 
44 лимфатических узла пациенток с диагностированным раком молочной железы. В исследования 
были взяты регионарные подмышечные лимфатические узлы без признаков метастатического по-
ражения. Проводилось окрашивание гематоксилином и эозином, использовались моноклональные 
антитела к белку S100, к кластеру дифференцировки лимфоцитов 4 и 8. Результаты оценивали при 
помощи методов световой микроскопии.
Результаты. В первую очередь были установлены молекулярно-биологические подтипы опухоли 
молочной железы. Выявлено, что в 45% случаев (n=20) у женщин диагностирован люминальный 
(Lum) подтип опухоли, у 25% пациенток (n=11) обнаружен Her2+ вариант, остальные 29,5% случаев 
(n=13) составил Tr– (тройной негативный) рак. Более выраженная экспрессия S100-позитивных клеток 
наблюдается в паракортикальной зоне лимфатических узлов при подтипе «тройной негативный» по 
сравнению с люминальным. Обнаружено неравномерное распределение СD8+ лимфоцитов при раз-
ных подтипах рака молочной железы. При этом наблюдается возрастание занимаемой ими площади 
в следующей последовательности: Lum (18,6%), Her2+ (19,8%), Tr– (20,1%). Наименьшее количество 
СD4+ лимфоцитов было обнаружено при люминальном подтипе рака. Наибольшее количество CD4+ 
клеток отмечено при Her2+ подтипе.
Заключение. Проведенные исследования показали, что на ранней стадии рака молочной железы не 
выявлено достоверных различий в реакции разных субпопуляций Т-лимфоцитов. В то же время нами 
установлено достоверное увеличение количества внутрифолликулярных S100+ клеток, что указывает 
на активацию дендритных клеток при тройном негативном раке.
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Abstract. Introduction. Breast cancer in women is a very common malignant tumor. The prognosis of the 
development and management of the disease depend on the clinical stage and biological subtype of the 
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Введение
Несмотря на достигнутые успехи в диагностике 

и лечении пациентов онкологического профиля, заболе-
ваемость раком молочной железы до сих пор остается 
высокой не только в России, но и во всем мире [1]. В по-
следнее время наблюдается рост показателей злокаче-
ственных новообразований репродуктивной системы у 
женщин молодого возраста [2]. В лечении пациенток 
данной категории предпочтительно применять органо-
сохраняющие и реконструктивно-пластические опера-
ции [3]. Безусловно, при выборе тактики лечения необ-
ходимо учитывать молекулярно-биологический подтип 
опухоли, основываясь на ее рецепторном статусе.

Всего выделяют пять молекулярных подтипов опу-
холи: 1. люминальный А (РЭ +, HER2 –, Ki67 <20%,  
РП >20%); 2. люминальный В/HER2 отрицательный 
(РЭ +, HER2 –, Ki67 >30%, РП <20%); 3. люминальный 
В/HER2 положительный (РЭ +, HER2 +, Ki67 любой, 
РП любые); 4. HER2 положительный (не люминаль-
ный) (РЭ –, HER2 +, РП –); 5. тройной негативный 
(РЭ –, HER2 –, РП –) [4].

Согласно клиническим рекомендациям, для каждого 
подтипа предложена наиболее рациональная и эффек-
тивная схема химио-, гормоно- и неоадъювантной тера-
пии [5]. Известно, что разные биологические подтипы 
опухоли имеют существенные различия в клиническом 
течении, скорости роста и метастазировании [6].

Чаще всего исход заболевания зависит от наличия 
метастазов в лимфатических узлах. В настоящее вре-
мя для определения злокачественности опухоли всем 
пациентам проводят интраоперационную биопсию 
сторожевого лимфатического узла [7, 8]. Тем не ме-
нее до сих пор мало изучены изменения в лимфатиче-
ских узлах в зависимости от молекулярного подтипа 
рака молочной железы, их роль в росте и развитии 
первичной опухоли, а также скорости метастазирова-
ния. Изучение иммунных характеристик сторожевых 
лимфатических узлов с учетом их принадлежности к 
разным молекулярно-биологическим подтипам ново-
образований молочной железы может быть полезно 
в понимании прогноза заболевания, а также при на-
значении таргетной терапии и индивидуальных схем 
лечения.

Иммунотерапия на современном этапе развития 
онкологической помощи является одним из перспек-
тивных направлений. Известно, что экспрессия белка 
PDL-1 на опухолевых клетках и лимфоцитах реактив-
ного окружения является благоприятным прогности-
ческим фактором, улучшающим показатели терапев-
тического ответа и выживаемости [9].

Цель исследования – изучить иммуногистохими-
ческую характеристику сторожевых лимфатических 
узлов при различных молекулярно-биологических под-
типах опухоли молочной железы.

tumor. The aim of the research was to study immunohistochemical characteristics of sentinel lymph nodes 
in various molecular and biological subtypes of breast cancer.
Materials and methods. We studied 44 lymph nodes of females with a diagnosed breast cancer using histologi-
cal and immunohistochemical methods. Regional axillary lymph nodes without signs of metastatic lesions 
were taken into the investigation. Hematoxylin and eosin staining was performed; monoclonal antibodies 
to S100 protein and cluster of lymphocyte differentiation 4 and 8 were used. We used light microscopy to 
assess the results.
Results. We determined molecular and biological subtypes of breast cancer. In 45.5% of cases (n=20) women 
were diagnosed with luminal cancer (Lum); in 25% of cases (n=11), with Her2+ variant; and in 29.5% of 
cases (n=13), with Tr– cancer (triple-negative). A more pronounced expression of S100-positive cells was 
observed in the paracortical zone of lymph nodes in triple-negative compared with the luminal one. We 
revealed uneven distribution of СD8+ lymphocytes in various subtypes of breast cancer, with an increase in 
their area in the following sequence: Lum (18.6%), Her2+ (19.8%), and Tr– (20.1%). The lowest number of 
СD4+ lymphocytes was found in the luminal breast cancer. The largest number of CD4+ cells was observed 
in the Her2+ subtype.
Conclusion. The research demonstrated no reliable differences in the reaction of various sub-
populations of T-lymphocytes in early-stage breast cancer. At the same time, we revealed a reli-
able increase in the number of intrafollicular S100+ cells that indicates dendrite cells activation in  
Tr– cancer.
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Материалы и методы
Работа выполнена на архивном операционном ма-

териале, полученном у 44 пациенток с раком молочной 
железы с клинической стадией T1–2N0M0 в возрасте 
39–65 лет, перенесших расширенную мастэктомию с 
диссекцией сторожевых регионарных лимфатических 
узлов. Ни одной из пациенток до операции химио- или 
лучевая терапия не проводилась. Письменное инфор-
мированное согласие было получено от всех пациенток. 
Проведенное исследование согласовано и одобрено 
на заседании локального этического комитета меди-
цинского факультета ЧГУ имени И.Н. Ульянова. В ис-
следования были взяты регионарные подмышечные 
лимфатические узлы без признаков метастатического 
поражения. Лимфатические узлы разрезали через воро-
та, окрашивали гематоксилином и эозином и проводили 
иммуногистохимическое исследование в соответствии 
с алгоритмом, разработанным для фенотипирования 
структурных и клеточных элементов лимфатического 
узла [10, 11].

В работе применялись следующие методы.
1. Иммуногистохимический метод с использовани-

ем коммерческих моноклональных антител (МКАТ) 
фирмы Leica (Великобритания):

а) МКАТ к кластеру дифференцировки лимфо-
цитов 4 (CD4);

б) МКАТ к кластеру дифференцировки лимфоци-
тов 8 (CD8);

в) МКАТ к белку нейроэктодермы S100.
Материал для исследования иммуногистохимиче-

скими методами фиксировали 10% нейтральным за-
буференным формалином в течение 24 часоа, заливали 
в парафин, готовили срезы толщиной 4 мкм. Срезы 
наносили на высокоадгезивные стекла и высушива-
ли при температуре +370С 18 часов. Демаскировку 
и иммуногистохимическое окрашивание проводили 
на автостейнере Leica Bond Max (Германия). Кон-
тролем иммуногистохимической реакции служила 
неиммунизированная кроличья сыворотка. Из ги-
стологических блоков регионарных лимфатических 
узлов формировали тканевые мультиблоки с числом 
исследуемых образцов не менее 20. В каждом образце 
была исследована экспрессия биологически значимых 
маркеров CD4, CD8, S100. Результат реакции оце-
нивали с применением микроскопа Leica DM4000B  
(Германия).

2. Окрашивание гематоксилином и эозином с про-
ведением морфометрических измерений.

3. Компьютерная морфометрия с использовани-
ем лицензионных программ Leica application suite 
3.6.0 (Германия) и «Микроанализ» (Россия). Оценку 
экспрессии антигенов проводили в 10 полях зрения 
отдельно для каждой группы лимфатических узлов, 
принадлежащих пациенткам с конкретным биоло-
гическим подтипом опухоли. Рассчитывалась пло-
щадь, занимаемая дендритными клетками S100, CD4 
и CD8 лимфоцитами, по отношению к общей площади 

поля зрения в паракортикальной зоне лимфатических  
узлов.

4. Статистическая обработка с использованием ли-
цензионного пакета программ STATISTICA Application 
версия 10.0.228.2, достоверность определялась 
t-критерием Стьюдента.

Результаты и обсуждение
При иммуногистохимическом исследовании би-

опсийного материала опухоли молочной железы 
определяли гистологический вариант, степень диф-
ференцировки, экспрессию РЭ/РП, HER2 и Ki67. Ис-
ходя из характера их распределения, устанавливали 
биологические подтипы опухоли. В 20 препаратах из 
44 был диагностирован люминальный подтип опухоли, 
в 11 – Her2+ вариант, остальные 13 случаев составил 
Tr– (тройной негативный) рак.

Нами обнаружено, что более выраженная экспрес-
сия S100-позитивных клеток наблюдается в паракор-
тикальной зоне лимфатических узлов, относящихся 
к подтипу «тройной негативный» (рис. 1) (р=0,017).

В регионарных сторожевых лимфатических уз-
лах пациенток с раком молочной железы с подтипом 
«люминальный» S100+ клетки диффузно распределены 
в паракортикальной зоне и в мозговых синусах, при-
чем в некоторых лимфатических узлах распределение 
этих клеток в паракортикальной зоне позволяет ви-
зуально достаточно четко очертить границы данной 
зоны (рис. 2).

В подтипе Her2+ помимо классического распре-
деления интердигитирующих дендритных клеток 

Рис. 1.  Регионарный лимфатический узел при тройном 
негативном подтипе рака молочной железы. 
Увеличение числа и плотности распределения S100+ 
клеток в паракортикальной зоне. Частичная атрофия 
корковой зоны. Иммуногистохимическая реакция 
к S100, ×10

Fig. 1.  Regional lymph node in triple-negative breast cancer. 
Increase in the number and density of distribution of S100+ 
cells in the paracortical zone. Partial atrophy of the cortical 
zone. Immunohistochemical staining for S100, ×10
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в  паракортикальной зоне и синусах лимфатического 
узла обнаружена их локализация внутри герминатив-
ных центров (рис. 3).

CD8+ и CD4+ лимфоциты в изучаемых нами образ-
цах обнаружены в паракортикальной и интерфоллику-
лярной зонах лимфатических узлов.

Выявлено неравномерное распределение СD8+ лим-
фоцитов при разных подтипах рака молочной желе-
зы (рис. 4, 5). При этом наблюдается незначительное 

возрастание занимаемой ими площади в следующей 
последовательности: Lum, Her2+, Tr– (18,6%, 19,8%, 
20,1%). Однако при сравнении интенсивности характе-
ра их экспрессии не обнаружено достоверно значимой 
разницы между разными подгруппами.

Известно, что CD8+ Т-клетки обладают цитотокси-
ческими функциями, в том числе с киллерной и су-
прессивной активностью [12, 13]. Т-киллеры оказы-
вают прямое антигенобусловленное цитолитическое 

Рис. 2. Регионарный лимфатический узел при люминальном 
подтипе рака молочной железы. Распределение S100+ 
клеток в мозговых синусах и паракортикальной зоне. 
Иммуногистохимическая реакция к S100, ×10

Fig. 2.  Regional lymph node in the luminal breast cancer. 
Distribution of S100+ cells in medullary sinuses  
and the paracortical zone. Immunohistochemical staining 
for S100, ×10

Рис. 3.  Регионарный лимфатический узел при Her2+ подтипе 
рака молочной железы. Распределение S100+ клеток 
внутри фолликулов. Иммуногистохимическая реакция 
к S100, ×10

Fig. 3.  Regional lymph node in Her2+ breast cancer. Distribution 
of S100+ cells inside follicles. Immunohistochemical 
staining for S100, ×10

Рис. 5.  Регионарный лимфатический узел при тройном 
негативном подтипе рака молочной железы. 
Распределение СD8+ клеток в паракортикальной 
зоне лимфатического узла. Иммуногистохимическая 
реакция к CD8, ×20

Fig. 5.  Regional lymph node in triple-negative breast cancer. 
Distribution of СD8+ cells in the paracortical zone of the 
lymph node. Immunohistochemical staining for CD8, ×20

Рис. 4.  Регионарный лимфатический узел при люминальном 
подтипе рака молочной железы. Распределение СD8+ 
клеток вокруг фолликулов. Иммуногистохимическая 
реакция к CD8, ×20

Fig. 4.  Regional lymph node in luminal breast cancer. 
Distribution of СD8+ cells around the follicles. 
Immunohistochemical staining for CD8, ×20
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действие на поврежденные клетки, а Т-супрессоры 
ответственны за подавление антителообразования 
В-лимфоцитами [14]. Велика роль СD8+ лимфоцитов 
в противоопухолевом иммунном ответе. Так, CD8+ 
Т-киллер распознает чужеродный антиген в составе 
HLA I на поверхности опухолевой клетки и активизи-
руется под воздействием интерлейкина-2, после чего 
он разрушает чужеродную опухолевую клетку путем 
продукции перфоринов, гранзимов или индукции апоп-
тоза через Fas-лиганды [15].

При изучении особенностей распределения СD4+ 
лимфоцитов нами выявлена экспрессия этого маркера 
в паракортикальной и интерфолликулярной зонах, а 
также в небольшом количестве в подкапсульных си-
нусах и в мозговых тяжах. CD4+ Т-хелперы управляют 
противоопухолевым иммунным ответом, влияя на раз-
ные этапы его развития путем продукции цитокинов.

При оценке экспрессии CD4+ Т-лимфоцитов обнару-
жена выраженная разница в степени их распределения 
при разных подтипах рака молочной железы. Площадь, 
занимаемая СD4+ Т-лимфоцитами в паракортикальной 
зоне лимфатических узлов, возрастает в ряду Lum, Tr–, 
Her2+ – 25,9%, 30,4%, 33,9% (рис. 6, 7).

Лимфатические узлы, относящиеся к перифериче-
ским органам иммунной системы, играют важную роль 
в сложном взаимодействии между опухолью и орга-
низмом. Доказано влияние состояния регионарных к 
опухоли лимфатических узлов на прогноз заболевания, 
в частности на срок 5-летней выживаемости при раке 
молочной железы [16]. К тому же все основные методы 
лечения в настоящее время определяются наличием 
или отсутствием метастазов, их числом, размерами 
в регионарных к опухоли лимфатических узлах [17].

На ранних стадиях опухолевого роста происходит 
манифестация клеточных и гуморальных иммунных 
реакций, а также макрофагальной системы. Отмечается 
гиперплазия паракортикальной зоны с увеличением 
количества и активности Т-клеток [18]. Возрастает про-
лиферативная активность клеток. В большом количе-
стве обнаруживается белок S100, выявляющий интер-
дигитирующие дендритные клетки, перерабатывающие 
антиген для Т-лимфоцитов [19]. Усиливается рецирку-
ляция клеточных элементов через посткапиллярные 
венулы. Гуморальные иммунные реакции проявляются 
в виде гиперплазии фолликулов с появлением круп-
ных центров размножения и плазматизации коркового 
плато с мякотными тяжами [20]. Фагоцитарная систе-
ма активируется за счет фиксированных и свободных 
макрофагов [18]. На более поздних стадиях опухоле-
вого развития реактивные процессы направлены на 
перераспределение иммунокомпетентных клеток со 
сдвигом иммунных реакций в сторону В-клеточного 
гуморального иммунитета и инактивации Т-клеточного 
иммунитета. Известно, что благоприятный прогноз 
ассоциируется с наличием Т-клеточной паракорти-
кальной реакции, а неблагоприятный коррелирует с 
преобладанием фолликулов с реактивными центрами 

и В-клеток, что в конечном счете способствует мета-
стазированию опухоли и дальнейшей генерализации 
процесса [21].

Наши исследования показали, что нет существенной 
разницы в степени распределения CD8+ лимфоцитов 
в паракортикальной зоне регионарных лимфатических 

Рис. 7.  Регионарный лимфатический узел при Her2+ подтипе 
рака молочной железы. Выраженное мембранное 
окрашивание СD4+ клеток в паракортикальной зоне 
лимфатического узла. Иммуногистохимическая 
реакция к CD4, ×20

Fig. 7.  Regional lymph node in Her2+ subtype breast cancer. 
Well-pronounced membrane staining of СD4+ 
cells in the paracortical zone of the lymph node. 
Immunohistochemical staining for CD4, ×20

Рис. 6.  Регионарный лимфатический узел при тройном 
негативном подтипе рака молочной железы. 
Неоднородное распределение СD4+ клеток 
в интерфолликулярной зоне лимфатического 
узла и в зоне мантии светлого центра. 
Иммуногистохимическая реакция к CD4, ×20

Fig. 6.  Regional lymph node in triple-negative breast cancer. 
Uneven distribution of СD4+ cells in the interfollicular 
zone of the lymph node and the mantle zone  
of the germinal center. Immunohistochemical staining 
for CD4, ×20
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узлов рака молочной железы при разных биологиче-
ских подтипах. Вероятно, на ранних сроках опухоле-
вого роста, которые мы изучали, еще не наблюдается 
значимых различий иммунной реактивности со сторо-
ны Т-киллеров.

В одном из исследований [22] было замечено, что 
количество СD4+ и CD8+ клеток в непораженных ре-
гионарных лимфатических узлах при раке молочной 
железы уменьшается по сравнению со здоровой груп-
пой. Независимо от наличия метастазов популяция 
СD4+ клеток и дендритных клеток в подмышечных 
лимфатических узлах, не относящихся к сторожевым, 
коррелировала с безрецидивной выживаемостью.

В исследованиях in vitro показано, что популяция 
натуральных регуляторных Т-клеток (CD4+, CD25+), ак-
тивизированная антигеном, способна подавлять проти-
воопухолевый ответ [23]. Мишенями для супрессивной 
активности выступают CD4+, CD25–, CD8– клетки, NK, 
В-клетки, дендритные клетки и моноциты.

Полученные нами данные о степени распределения 
CD4+ клеток в сторожевых лимфатических узлах при 
разных подтипах рака молочной железы частично со-
относятся с имеющимися клиническими данными о 
характере течения этих различных молекулярных видов 
рака. Так, наименьшее количество СD4+ лимфоцитов 
было обнаружено в люминальном подтипе рака, кото-
рый, как известно, обладает наиболее благоприятным 
клиническим течением [6], тогда как увеличение СD4+ 
клеток было отмечено в Her2+ подтипе, которому при-
сущи агрессивный рост и высокая скорость метаста-
зирования [24].

Известно, что МКАТ к белку S100 позволяет об-
наружить в паракортикальной зоне лимфатических 
узлов интердигитирующие дендритные клетки, опре-
деляющие стимуляцию Т-клеточного ответа [25]. По-
видимому, тройному негативному раку присуща самая 
выраженная активация клеточного иммунного ответа 
по сравнению с другими подтипами рака. Тем не ме-
нее корреляции между степенью распределения S100+ 
и CD8+ клетками нами не замечено.

Установлено, что в подтипе Her2+ помимо классиче-
ского распределения интердигитирующих дендритных 
клеток в паракортикальной зоне и синусах лимфати-
ческого узла обнаружена их локализация внутри гер-
минативных центров. В литературе есть данные, что 
S100 экспрессируют не только интердигитирующие 
дендритные клетки, располагающиеся в паракорти-
кальной зоне, но и активированные фолликулярные 
дендритные клетки [26]. Выявленный нами факт акти-
вации фолликулярных дендритных клеток при метаста-
зе рака молочной железы Her2+ представляет научный 
и практический интерес.

Заключение
Проведенное исследование показало, что на ран-

ней стадии рака молочной железы не выявлено до-
стоверных различий в реакции различных субпопуля-

ций Т-лимфоцитов. В то же время нами установлено 
достоверное увеличение количества внутрифолли-
кулярных S100+ клеток, что указывает на активацию 
дендритных клеток при тройном негативном раке. 
Это, возможно, обусловлено более выраженной утра-
той молекул главного комплекса гистосовместимости 
HLA в тройном негативном раке по сравнению с дру-
гими подтипами.
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