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Резюме
Цель исследования- оценить различия представительства субпопуляций лимфоцитов в биопсийном и операционном 
материале инвазивных карцином молочной железы неспецифического типа при морфологической диагностике и им-
мунногистохимическом исследовании с целью определения достаточного объема тканевого материала для достоверного 
исследования опухоль-инфильтрирующих лимфоцитов (TILs) в карциноме молочной железы. объектом исследования 
послужил биопсиийный и операционный материал от 60 пациенток в возрасте от 37 до 78 лет с диагнозом инвазивная 
карцинома молочной железы неспецифического типа. обнаружено, что количество т-хелперов в операционном мате-
риале вне зависимости от степени злокачественности преобладают по сравнению с биопсийным.  Похожие различия 
выявлены при оценке естественных киллеров и CD20 положительных лимфоцитов, но не столь отчетливо. И только 
CD8 позитивные лимфоциты позволяли оценивать их без статистически значимых различий как в биопсийном, так и 
в операционном материале.
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Summary 
The aim of the study was to assess the differences in the representation of lymphocyte subpopulations in biopsy and surgical 
material for non-specific invasive breast carcinomas in morphological diagnostics and immunohistochemical studies in order 
to determine sufficient tissue material for reliable study of tumor-infiltrating lymphocytes (TILs) in breast carcinoma. The 
object of the study was biopsy and surgical material from 60 patients aged 37 to 78 years with a diagnosis of invasive breast 
carcinoma of a non-specific type. It was found that the number of T-helpers in the surgical material, regardless of the degree of 
malignancy, is higher than in the biopsy one. Similar differences were found in the assessment of natural killer cells and CD20 
positive lymphocytes, but not so distinctly. And only CD8 positive lymphocytes allowed us to evaluate them without statistically 
significant differences in both biopsy and surgical material.
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Введение
В настоящее время общепризнанно, что иммунная 

система играет важную роль в течение заболевания у 
пациентов больных раком. Однако оценка иммунного от-
вета на опухоль у отдельных пациентов затруднена [1]. 
У пациентов с злокачественными опухолями выявлены 
изменения фенотипа и функции лимфоцитов перифери-
ческой крови [2]. Показано, что изменения, обнаружен-

ные в периферической крови, не обязательно отражают 
ситуацию в микроокружении опухоли. Известно, что суб-
популяционный состав интратуморальных лимфоцитов у 
больных раком молочной железы (РМЖ) имеет клиниче-
ское значение [3,4]. Одним из важных прогностических 
факторов в развитии карциномы молочной железы яв-
ляется инфильтрация ее стромы иммунными клетками, 
в том числе опухоль-инфильтрирующими лимфоцитами 
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(TILs) [1]. Полиморфно-клеточный инфильтрат стромы 
состоит из различных популяций клеток, включая лим-
фоциты, макрофаги, полиморфноядерные лейкоциты, 
дендритные клетки или тучные клетки. Среди популя-
ций лейкоцитов, проникающих в опухоли, лимфоциты 
были изучены наиболее широко. В лейкоцитарном ин-
фильтрате Т-лимфоциты составляют 75% клеток, доля 
В-лимфоцитов ниже 20%, моноциты составляют менее 
10% клеток, а Т-клетки естественных киллеров и есте-
ственных киллеров составляют менее 5% всех лейкоци-
тов [5]. В связи с тем, что на сегодняшний день неоадъ-
ювантная терапия широко применяется, встает вопрос, 
в каком материале, биопсийном или операционном, и с 
помощью каких методов, следует оценивать его.

Цель исследования - оценить различия представи-
тельства субпопуляций лимфоцитов в биопсийном и опе-
рационном материале инвазивных карцином молочной 
железы в рутинной морфологической диагностике и при 
иммунногистохимическом исследовании с целью опре-
деления достаточного объема тканевого материала для 
достоверного исследования опухоль-инфильтрирующих 
лимфоцитов (TILs) в карциноме молочной железы.  

Материалы и методы
Объектом исследования послужили биопсийный и 

операционный материал от 60 пациенток в возрасте от 37 
до 78 лет с диагнозом инвазивная карцинома молочной 
железы неспецифического типа. Диагноз был установлен 
по морфологическому заключению по трепан-биоптатам 
в ГБУЗ «Челябинском областном клиническом центре 
онкологии и ядерной медицины». После хирургического 
лечения был исследован операционный материал. Крите-
рий включения: инвазивная карцинома молочной желе-
зы неспецифического типа низкой и умеренной степени 
злокачественности по Ноттингемской классификации 
[6,7,8]. Критерий исключения: неоадъювантное лечение.

Для световой микроскопии образцы, полученные 
после трепанобиопсии и операции, заливались в пара-
финовые блоки. Серийные гистологические срезы окра-
шивались гематоксилином и эозином. Иммуногистохи-
мические исследования для оценки субпопуляций Т и 
Влимфоцитов проводились с использованием антител 
CD4 (Clone 4В12), CD8 (Clone SP57), CD20 (Clone L26), 
CD56 (Clone 123С3).

Иммуногистохимическое исследование CD4 (Clone 
4В12) проведено на Autostainer Plus (Dako). Обработка 
материала выполнена с использованием Target Retrieval 
Solution в PTLink (Dako) при условиях 97С, 20 мин.

Иммуногистохимическое исследование CD8 (Clone 
SP57), CD20 (Clone L26), CD56 (Clone 123С3) проведе-
но на Ventana Autostainer Benchmark ULTRA (universal 
staining system) с использованием ultra View Universal 
DAB Detection Kit (Ventana).

Затем микропрепараты помещались в сканирующее 
устройство «Leica APERIOCS52» для получения цифро-
вых изображений для дальнейшего исследования и ана-
лиза.

В операционном материале оценивалась централь-

ная зона опухоли и зона активного опухолевого роста 
(перитуморальная) и сравнивалась с биопсийным мате-
риалом (был взят один столбик). Также сравнительный 
анализ проводился в зависимости от степени злокаче-
ственности опухоли. В данном исследовании учитывался 
материал от 30 пациенток с инвазивной карциномой мо-
лочной железы низкой степени злокачественности (G1) 
и от 30 пациенток с инвазивной карциномой молочной 
железы умеренной степени злокачественности (G2)

Использовали непараметрические методы статисти-
ческого исследования: применяли медиану и интерквар-
тильный размах, вариационный анализ производили с 
помощью критерия Манна-Уитни.

Результаты и обсуждение
Первым этапом наших исследований был сравни-

тельный анализ воспалительно-клеточного инфильтрата 
различных зон (интратуморальной и перитуморальной) 
операционного материала и биопсийного материала вне 
зависимости от степени злокачественности опухоли.  Как 
видно из таблицы 1, количество CD4 положительных 
(Т-хелперов) (рисунок 1 — рисунки к статье на специ-
альной цветной вкладке журнала — прим. ред.) в опе-
рационном материале, вне зависимости от локализации, 
достоверно выше, чем в биопсийном. Инфильтрация 
Т-цитотоксическими лимфоцитами (рисунок 2) была 
высокой во всех группах наблюдений и достоверно не 
различалась, равно как и естественных киллеров. Что 
касается В-лимфоцитов, количество в перитуморальной 
области достоверно выше, чем в биопсийном материале, 
а по сравнению с интратуморальной зоной статистически 
значимых различий нет. 

Далее был проанализированы различные обла-
сти (интратуморальная и перитуморальной) и биоп-
сийный материал. Как видно из таблицы 2, количество 
Т-хелперов в операционном материале, вне зависимости 
от локализации, достоверно выше, чем в биопсийном вне 
зависимости от степени злокачественности.  Наиболее 
высокие значения CD4 позитивные лимфоциты имели в 
перитуморальной области в карциномах умеренной сте-
пени злокачественности. Количество T- цитотоксических 
лимфоцитов вне зависимости от расположения и степе-
ни злокачественности статистически значимо не разли-
чалось. При исследовании В-лимфоцитов (рисунок 3) 
обнаружено, что их количество в перитуморальной зоне 
достоверно выше, чем в биопсийном материале в карци-
номах умеренной степени злокачественности. При этом в 
карциномах низкой степени злокачественности статисти-
чески значимых различий не выявлено. При исследовании 
T-хелперов, естественных киллеров, T-цитотоксических 
лимфоцитов перитуморальной области в операционном 
материале отмечается большая инфильтрация этими 
клетками по сравнению инфильтрации в биопсийном ма-
териале вне зависимости от степени злокачественности 
опухоли. Количество естественных киллеров (рисунок 4) 
в операционном материале вне зависимости от области 
(перитуморальной или интратуморальной) по сравнению 
с биопсийным материалом достоверно больше.  
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В результате проведенного исследования обнаружено, 
что структура полиморфно-клеточного инфильтрата опухо-
ли различается в операционном и биопсийном материале, 
как при анализе без учета степени злокачественности, так 
и, особенно выраженно, при выделении групп исследования 
по степеням злокачественности. Также выявлено, что коли-
чество Т-хелперов в операционном материале вне зависи-
мости от степени злокачественности выше, чем в биопсий-
ном.  Похожие различия выявлены при оценке естественных 
киллеров и CD20 положительных лимфоцитов, но не столь 
отчетливо. И только CD8 позитивные лимфоциты позволяли 
оценивать их без статистически значимых различий как в би-
опсийном, так и в операционном материале.

Тем не менее, на сегодняшний день нет четких ре-
комендаций каким образом оценивать TIL при рутинном 
исследовании при окраске гематоксилином-эозином, 
либо специализированным иммуногистохимичесим ис-
следованием, а также какие именно популяции клеток по-
лиморфно-клеточного инфильтрата требуется относить к 
TILs. 

Вероятно, если расширить группы исследования, 
либо изменить количество исследуемых фрагментов 
(столбиков ткани при кор-биопсии), исследованные груп-
пы будут сопоставимы и TILs возможно будет достоверно 
исследовать при рутинной окраске гематоксилином-эози-
ном. Либо потребуется специализированное иммуноги-

ИТЗ-Интратуморальная зона, ПТЗ-Перитуморальная зона, Б-Биопсия.

Таблица 1 Структура воспалительно-клеточного инфильтрата в различных зонах исследования в карциномах 
молочной железы. (n=60)

Таблица 2.  Структура воспалительно-клеточного инфильтрата в различных зонах исследования 
в карциномах молочной железы низкой (G1) и умеренной (G2) степени злокачественности.
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стохимическое исследование с выделением субпопуля-
ций лимфоцитов. ■
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Рисунок 10. Экспрессия маркера рецепторов андро-
генов нормальным эпителием секреторного типа 

предстательной железы  (группа контроля)
Стрептавидин-биотиновый метод с докраской ядер 

гематоксилином, система детекции – REVEAL – Biotin-
Free Polyvalent DAB («SPRING bioscience», США), 

хромоген – диаминобензидин. Х400 
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Сравнительная оценка иммуннологического микроокружения при исследовании трепанобиоптатов и опера-

ционного материала инвазивной карциномы молочной железы.

Рисунок 3- Комплексы CD20 позитивных лимфо-
цитов инфильтрата карциномы молочной железы. 

Иммуногистохимический метод исследования; х300

Рисунок 4- Единичные CD56 позитивные лимфо-
циты инфильтрата карциномы молочной железы. 

Иммуногистохимичесикй метод исследования; х300

Рисунок 1- Единичные CD4  позитивные  лимфо-
циты инфильтрата карциномы молочной железы. 

Иммуногистохимический метод исследования; х300

Рисунок 2- Множество CD8 позитивных лимфоцитов 
инфильтрата карциномы молочной железы. Иммуно-

гистохимический метод исследования; х300
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