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Аннотация
Введение. Морфофункциональный�  статус сторожевого лимфатического узла (СЛУ) является про-
гностическим фактором метастазирования опухоли. Согласно современным представлениям лимфо-
генное метастазирование опухоли наиболее высоко в СЛУ, а при отсутствии в нем метастазов высока 
вероятность отсутствия метастазов в других лимфатических узлах. В эпоху разработки новых иммун-
ных методов лечения рака молочной�  железы важной�  задачей�  становится определение биомаркеров, 
которые могут предсказать статус лимфатических узлов. Цель исследования – изучить клиническую 
значимость относительного содержания CD3+, CD20+-клеток в сторожевых лимфатических узлах при 
раке молочной�  железы при отсутствии и наличии в них метастазов. Материалы и методы. При по-
мощи иммуногистохимического метода изучены СЛУ без метастазов и с метастазами, полученные во 
время операции по поводу рака молочной�  железы у 18 пациентов. Результаты. Сравнительный�  мор-
фологический�  анализ выявил, что число CD3- и СD20-иммунопозитивных клеток было значительно 
выше в СЛУ без метастазов. Обсуждение. В противоопухолевом иммунном ответе принимают уча-
стие гуморальная и клеточная системы иммунитета. Контроль над ростом опухоли осуществляют в 
основном Т-клетки. Результаты проведенного нами исследования показали сравнительно высокий�  
их уровень в СЛУ без метастатического поражения. Сведения же о противоопухолевой�  активности 
B-лимфоцитов противоречивы, показана как положительная, так и отрицательная роль В-клеток в 
противоопухолевом иммунитете. Результаты исследований�  показали, что в СЛУ с вторичными оча-
гами опухолевого роста число CD20+ B клеток значительно ниже, что указывает на важную роль гу-
морального иммунитета в дополнение к клеточно-опосредованному иммунитету при раке молочной�  
железы. Заключение. Количественная оценка (CD3+CD20)-клеток в СЛУ может быть использована в 
качестве возможного прогностического маркера при метастазировании опухоли молочной�  железы. 
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Abstract
Introduction The morphofunctional status of the sentinel lymph node (SLN) is a prognostic factor of tumor 
metastasis. According to the modern concept, lymphagenic metastasis of the tumor is highest in the SLN, and in the 
absence of metastases in it, the probability of the absence of metastases in other lymph nodes is high. In the era of the 
development of new immune treatments for breast cancer, the identification of biomarkers that can predict the status 
of lymph nodes becomes an important task. The aim is immunohistochemical study of the expression level of T- and 
B-lymphocyte markers in breast cancer in the absence and presence of metastases in them. Materials and methods 
Sentinel lymph nodes without metastases and with metastases obtained during breast cancer surgery in 18 patients 
were studied using the immunohistochemical method. Results Comparative morphological analysis revealed that the 
number of CD3- and CD20-immunopositive cells was significantly higher in the SLN without metastases. Discussions 
The humoral and cellular immune systems take part in the antitumor immune response. Control over the growth of 
the tumor is carried out mainly by T cells. The results of our study showed a relatively high level of them in the SLN 
without metastatic lesion. The information about the antitumor activity of B-lymphocytes is contradictory since both 
the positive and negative role of B-cells in anticancer immunity is shown. The results of the studies showed that in 
the case of secondary foci of tumor growth, the number of CD20+ B cells is significantly lower, which indicates the 
important role of humoral immunity in addition to cell-mediated immunity in breast cancer. Conclusion Quantitative 
evaluation of (CD3+CD20) cells in the SLN can be used as a possible prognostic marker for breast tumor metastasis.
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ВВЕДЕНИЕ
Морфофункциональный�  статус сторожевого 

лимфатического узла (СЛУ) является прогности-
ческим фактором метастазирования опухоли [1–
9]. Согласно современным представлениям лим-
фогенное метастазирование опухоли наиболее 
высоко в СЛУ, а при отсутствии в нем метастазов 
высока вероятность отсутствия метастазов в дру-
гих лимфатических узлах опухоли [10–12]. В эпо-
ху разработки новых иммунных методов лечения 
рака молочной�  железы важной�  задачей�  становит-
ся определение биомаркеров, которые могут пред-
сказать статус лимфатических узлов [13]. Проти-
вораковые иммунные механизмы играют важную 
роль в индукции, развитии и распространении 
злокачественных заболеваний�  у человека [14, 15]. 
Клетки как врожденного, так и адаптивного им-
мунного ответа были обнаружены при широком 
спектре солидных форм рака человека (молочной�  
железы, желудочно-кишечного тракта, мочеполо-
вой�  системы, головы и шеи и меланомы), и нали-
чие выраженного лимфоцитарного инфильтрата 
коррелирует с хорошим долгосрочным клиниче-
ским исходом [16–30]. У женщин с раком молочной�  
железы, проходящих неоадъювантную химиоте-
рапию, было показано, что значительное число 
опухоль-инфильтрирующих лимфоцитов (TILs) 
коррелирует с увеличением частоты полного па-

тологического ответа опухоли (признанный�  сурро-
гатный�  маркер улучшения клинического исхода) в 
первичной�  опухоли молочной�  железы [31–33]. Од-
нако наличие и состав TILs в дренирующих опухоль 
сторожевых лимфатических узлах как косвенного 
отражения состояния противоопухолевого имму-
нитета изучены недостаточно. Оценка TILs в мета-
статических опухолевых поражениях, безусловно, 
является важной�  областью для будущих исследо-
ваний� , и имеющиеся в настоящее время данные 
свидетельствуют о том, что распределение TILs в 
лимфатических узлах может представлять прогно-
стическую ценность [34]. Лимфатические узлы с 
метастазами имеют важные иммунологические и 
структурные отличия от узлов, не пораженных опу-
холевым процессом, еще до распространения пер-
вичного новообразования [35–38].

Цель исследования – изучить клиническую 
значимость относительного содержания CD3+, 
CD20+-клеток в сторожевых лимфатических узлах 
при раке молочной�  железы при отсутствии и нали-
чии в них метастазов. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Изучены сторожевые лимфатические узлы, по-

лученные во время операции по поводу рака молоч-
ной�  железы от 18 пациентов ГАУЗ Республиканского 
клинического онкологического диспансера (г. Уфа). 
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Средний�  возраст женщин составил 60,9 ± 26 года. 
Критерием включения в исследование являлось 
наличие у больных раннего (T1–T2) рака молочной�  
железы с клинически негативными регионарными 
лимфатическими узлами, люминальным А, В Her2/
neu-негативным иммуногистохимическим подти-
пом рака молочной�  железы. Всем больным на пре-
доперационном этапе проводили трепан-биопсию 
молочной�  железы с последующим гистологиче-
ским и иммуногистохимическим исследованием. 
Из исследования были исключены больные с 
внутрипротоковым гистологическим типом рака, 
мультицентричной�  или мультифокальной�  формой�  
роста, а также больные, которым ранее выпол-
няли какое-либо хирургическое вмешательство 
в зонах регионарного лимфооттока, а также нео-
адъювантное лечение. Для идентификации СЛУ 
использовался радиоизотопный�  метод, предпола-
гающий�  применение радиощупа Gamma Finder II. 
Пациентам со стадией�  T1-2N0M0 параареолярно 
вводили препарат Технефит (Tc99) в дозе 60–75 
МБк (0,5–1,0 мл) за 12–14 часов до начала опера-
ции. Интраоперационный�  поиск сигнального лим-
фатического узла осуществлялся гамма-зондом 
Gamma Finder® II. Кусочки тканей�  фиксировали 
в 10%-м ней� тральном формалине, обезвоживали 
в спиртах восходящей�  концентрации и заливали 
в парафин. Иммуногистохимические исследова-
ния осуществляли на парафиновых срезах толщи-
ной�  5 мкм с помощью сканирующего микроскопа 
3DHISTECH PANNORAMIC 250 Flash (3DHISTECH 
Ltd, Hungary) программой�  анализа изображений�  
3DHISTECH. Окраску проводили на иммунноги-
стостей� нере Roche Ventana BenchMark Ultra (Roche 
Diagnostics) с применением первичных монокло-
нальных антител против СD3 (Roche Diagnostics, 
клон SP7, 1:15), CD20 (Roche Diagnostics, клон L26, 
1:125). Оценку специфичности реакции проводили 
при окрашивании срезов без первичных антител c 
применением реагента отрицательного контроля. 
Результаты иммуногистохимического окрашива-
ния препаратов изученных тканей�  оценивали ви-
зуально под световым микроскопом ZEISS Primo 
Star с программным обеспечением ZEISS Labscope. 
Количество клеток, экспрессирующих изучае-

мые маркеры, выражали в виде среднего числа 
иммунопозитивных клеток на 100 мкм2, подсчет 
которых производили в 20 полях зрения каждого 
образца при увеличении х400 [39]. Сравнительное 
морфологическое исследование проводилось в 
двух группах: СЛУ без метастазов (СЛУ-, n = 9), СЛУ с 
метастазами различного объема (СЛУ+, n = 9).

Статистическую обработку данных произво-
дили в пакете прикладных программ STATISTICA 
V.7.0 («StatSoftInc», США). Вид распределения при-
знаков в группах оценивали с помощью критерия 
Шапиро – Уилка. Поскольку распределение коли-
чественных признаков подчинялось закону нор-
мального распределения, данные представлены 
в виде M ± m, где М – среднее арифметическое, m 
– ошибка среднего арифметического. Сравнение 
проводили с помощью параметрических методов 
(t-критерий�  Стьюдента). Различия считали стати-
стически значимыми при p < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Результаты проведенного иммуногистохимиче-

ского исследования показали, что CD3+ Т-клетки 
обнаруживались преимущественно в паракорти-
кальной�  зоне СЛУ (табл. 1). Сравнительный�  анализ 
выявил, что число CD3+ клеток значительно выше 
в паракортикальной�  зоне, мякотных тяжах и обла-
сти капсулы СЛУ, не пораженного метастазами.

CD20+ В-лимфоцитов выявлено больше всего 
в лимфоидных фолликулах, чуть меньше – в пара-
кортикальной�  зоне, некоторое количество клеток 
встречалось в промежуточных синусах и единич-
ные клетки выявлялись в капсуле узла. Выявлено, 
что при метастатическом поражении во всех изу-
ченных зонах СЛУ число CD20-иммунопозитивных 
клеток значительно ниже (табл. 1).

ОБСУЖДЕНИЕ
В противоопухолевом иммунном ответе при-

нимают участие гуморальная (В-лимфоциты) и 
клеточная (Т-лимфоциты) системы иммунитета. 
Контроль над ростом опухоли осуществляют в ос-
новном Т-клетки, роль которых в различных типах 
опухоли установлена. В многочисленных исследо-
ваниях in vitro показано, что популяция Т-клеток, 

Таблица 1 
Клеточный�  состав структурных компонентов лимфатических узлов без метастатического поражения и при 

метастазировании рака молочной�  железы (среднее число клеток на 100 мкм2; M ± m)

Показатель Группа Первичный�  
фолликул

Паракортикальная 
зона Мякотные тяжи Капсула

СD3+
СЛУ- 0,374

 ± 0,087
1,116

 ± 0,335
0,879

 ± 0,196
0,137

 ± 0,031

СЛУ+ 0,458
 ± 0,022

0,861
 ± 0,024*

0,577
 ± 0,002*

0,125
 ± 0,021*

CD20+
СЛУ- 2,352

 ± 0,023
1,153

 ± 0,172
1,528

 ± 0,033
0,106

 ± 0,036

СЛУ+ 1,884
 ± 0,117*

0,722
 ± 0,39*

0,686
 ± 0,522*

0,055
 ± 0,024*

Примечание: * – статистически значимые различия по сравнению с группой (СЛУ-) при p < 0,05.
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активизированная антигеном, способна пода-
влять противоопухолевый�  ответ [40–44]. Резуль-
таты проведенного нами исследования показали 
сравнительно высокий�  их уровень в СЛУ без мета-
статического поражения.

Сведения же о противоопухолевой�  активности 
B-лимфоцитов противоречивы. Результаты ряда ис-
следований�  свидетельствуют как о положительной� , 
так и отрицательной�  роли В-клеток в противоопухо-
левом иммунитете. С одной�  стороны, В-клетки могут 
положительно регулировать клеточные иммунные 
ответы, выступая в качестве антигенпрезентирую-
щих клеток для CD4+ и CD8+ лимфоцитов, индуци-
руя специфическую для опухоли цитотоксическую 
активацию T-клеток [45–47]. Показано, что дефицит 
CD20-экспрессирующих В-клеток вызывает прогрес-
сирование опухолевого процесса в легких мышей� , 
внутривенно инъецированных меланомой�  B16-F10 
[48]. С другой�  стороны, В-клетки продуцируют ци-
токины (IL-10 и TGF-B), за счет которых ингибируют 
функцию Th1/CD8+ Т-клеток и способствуют проли-
ферации опухоли [49]. 

Результаты наших исследований�  показали, 
что в СЛУ с вторичными очагами опухолевого 
роста число CD20+ B клеток значительно ниже.  

Это может свидетельствовать о том, что гумораль-
ный�  иммунитет в дополнение к клеточно-опосредо-
ванному иммунитету, возможно, имеет значение при 
раке молочной�  железы, что следует учитывать при 
иммунотерапии этого онкологического заболевания.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Любой�  анализ прогностического значения опу-

холь-инфильтрующих лимфоцитов при солидных 
опухолях не может основываться на изучении об-
разцов первичной�  опухоли и должен учитывать 
другие факторы, такие как состав TILs, распре-
деление в различных анатомических участках, 
связанных с первичной�  опухолью. Ввиду ограни-
ченных данных, имеющихся в этом отношении 
при раке молочной�  железы, целью данного ис-
следования была оценка морфологического рас-
пределения Т-клеток (CD3+) и B-клеток (CD20+) 
в отсутствии метастазов и при метастатическом 
поражении в сторожевых лимфатических узлах при 
раке молочной�  железы. Показано снижение числа 
(CD3+CD20)-клеток в СЛУ при метастазировании 
опухоли молочной�  железы.
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