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РЕЗЮМЕ 

Цель. Исследовать взаимосвязь между дифференцировочным статусом опухолевых клеток (далее КО) рака 
молочной железы (РМЖ) различных молекулярных подтипов, способностью к метастазированию и моду-
ляции в образцах РМЖ продукции различных цитокинов in vitro.

Материалы и методы. Исследовали биоптаты РМЖ (инвазивной карциномы молочной железы неспецифи-
ческого типа) 50 женщин при наличии (Мет+) и отсутствии (Мет-) метастазов в регионарных лимфатических 
узлах, разделенных на четыре группы по молекулярным подтипам РМЖ: люминальный А (Люм А), люминаль-
ный B (Люм B), HER2/neu позитивный (HER2+) и тройной негативный (ТН). С помощью иммуноферментного 
анализа в супернатанте  культивируемых образцов РМЖ определяли спонтанную и стимулированную ком-
плексом митогенов (КМ) продукцию 14 цитокинов (интерлейкин (IL) 2, IL-6, IL-8, IL-10, IL-17, IL-18, IL-1β, 
IL-1Ra, фактор некроза опухоли альфа, интерферон-гамма (IFNγ),  гранулоцитарный колониестимулирующий 
фактор, гранулоцитарно-макрофагальный колониестимулирующий фактор (GM-CSF), фактор роста эндотелия 
сосудов и моноцитарный хемоаттрактантный белок-1 (MCP-1)), на основе которой рассчитывали индекс вли-
яния КМ  на продукцию цитокинов (ИВКМ).  Эффект стимуляции дифференцировки КО in vitro оценивали на 
основе цитоморфологических критериев по снижению относительного содержания низкодифференцирован-
ных клеток (НДКО) в образцах РМЖ.

Результаты. Статистически значимое снижение НДКО под воздействием КМ выявлено в группах Мет+ и 
Мет-.  Комплекс митогенов оказывал дифференцировочный эффект при люминальных  и HER2-позитив-
ном подтипах, в образцах ТН  наблюдалась тенденция к снижению  НДКО. Для оценки роли цитокинов в 
механизме дифференцирующего действия КМ проведен нейросетевой анализ  ИВКМ в отношении различ-
ных цитокинов. Согласно полученным результатам, при  Люм А  ведущая роль в проявлении дифференци-
ровочного эффекта  была связана с  IL-1Ra  и IL-6, при Люм B – с MCP-1 и  GM-CSF, при HER2+  –  с  IFNγ 
и MCP-1, а при  ТН  – с IL-1β и IL-6. 

Заключение. Полученные данные свидетельствуют о том, что иммунные механизмы, опосредующие диф-
ференцировочное воздействие КМ на КО РМЖ, могут отличаться при различных молекулярных подтипах 
РМЖ. 
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ABSTRACT

Aim. To investigate the relationship between the differentiation status of breast cancer (BC) tumor cells (TC) of various 
molecular subtypes, the ability to metastasize, and the modulation of various cytokines in BC samples in vitro.

Materials and methods. Biopsies from invasive breast carcinoma of a non-specific type in 50 women, classified 
by the presence (Met+) and absence (Met–) of metastases in regional lymph nodes, were examined and categorized 
into 4 groups based on their molecular subtypes:  luminal A (Lum A), luminal B (Lum B), HER2/neu positive 
(HER2+), and triple negative (TN). Using enzyme-linked immunosorbent assay, spontaneous and mitogen 
complex-stimulated (MC) production of 14 cytokines was determined in the supernatant of cultured BC samples 
(IL-2, IL-6, IL-8, IL-10, IL-17, IL-18, IL-1β, IL-1Ra, TNF-α, IFN-γ, G-CSF, GM-CSF, VEGF, and MCP-1), on the 
basis of which the index of the MC effect  (IMCE) on cytokine production was calculated. The effect of stimulating 
the differentiation of TC was evaluated on the basis of cytomorphological criteria for reducing the relative content 
of low-grade cells (LGC) in BC samples.

Results. A statistically significant decrease in the relative content of  LGC under the influence of MC was detected in the 
Met+ and Met– groups. MC had a differentiating effect in luminal and HER2-positive subtypes, while in TN breast cancer 
samples there was only a downward trend in the proportion of LGC. To assess the role of cytokines in the mechanism of 
the differentiating effect of MC on LGC, a neural network analysis of IMCE in the relationship of various cytokines was 
carried out. According to the results obtained, in Lum A, the leading role in the manifestation of the differentiation effect 
was associated with IL-1Ra and IL-6; in Lum B, with MCP-1 and GM-CSF; in HER2+, with IFN-γ and MCP-1, and in 
TN – with IL-1β and IL-6. 

Conclusion. The data obtained indicate that the immune mechanisms mediating the differentiating MC effect on 
BC may vary in different molecular subtypes of BC.
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ВВЕДЕНИЕ
Несмотря на значительные успехи в разработке но-

вых методов лечения рака молочной железы (РМЖ), 
включая таргетную терапию и иммунотерапию, про-
блема резистентности опухолевых клеток (далее КО) 
РМЖ к противоопухолевой терапии остается акту-
альной [1]. Традиционные подходы к лечению РМЖ, 
такие как химиотерапия и лучевая терапия, нацелены 
на уничтожение быстро делящихся клеток, однако 
они не всегда эффективны против КО, находящихся 
на момент лечения в состоянии покоя, но обладаю-
щих потенциальной активностью к опухолевой про-
грессии. В связи с этим все большее внимание при-
влекают альтернативные стратегии, направленные на 
изменение биологических свойств КО, а не только на 
их уничтожение. Одной из таких стратегий является 
дифференцировочная терапия [2, 3].

Дифференцировочная терапия представляет со-
бой подход, направленный на стимуляцию диф-
ференцировки КО, что приводит к снижению их 
пролиферативной активности и злокачественного 
потенциала. Этот подход основан на идее, что опу-
холевые клетки сохраняют способность к дифферен-
цировке и что воздействие на определенные сигналь-
ные пути может восстановить нормальный фенотип 
клеток [3]. Дифференцировочная терапия уже при-
меняется в лечении некоторых видов рака, например 
острого промиелоцитарного лейкоза, где использо-
вание ретиноевой кислоты приводит к дифференци-
ровке бластных клеток и ремиссии заболевания [4]. 
Однако применение дифференцировочной терапии 
в отношении солидных опухолей, таких как РМЖ, 
представляет собой более сложную задачу. 

РМЖ – гетерогенное заболевание, которое под-
разделяется на различные молекулярные подтипы, 
характеризующиеся разным прогнозом и чувстви-
тельностью к терапии [5, 6]. Эти подтипы разли-
чаются по экспрессии рецепторов эстрогена (ER), 
прогестерона (PR) и эпидермального фактора роста 
человека 2 типа (HER2), а также по уровням экспрес-
сии маркера пролиферации Ki-67. Каждый подтип 

Source of financing. Financing of government assignment topics: state registration number 115060410035, state 
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РМЖ имеет уникальный профиль экспрессии генов 
и, следовательно, может по-разному реагировать на 
дифференцировочную терапию [7].  

Одним из факторов, регулирующих дифферен-
цировку клеток РМЖ, является клеточное микро-
окружение опухоли, продуцирующее цитокины 
[8].  Цитокины могут оказывать прямое влияние на 
дифференцировку КО, как стимулируя, так и пода-
вляя этот процесс. Например, интерлейкин-6 (IL-6) 
может способствовать пролиферации КО и метаста-
зированию РМЖ, в то время как интерферон-гамма 
(IFNγ) может оказывать противоопухолевое дей-
ствие, индуцируя дифференцировку или апоптоз КО 
РМЖ [9, 10]. 

Нами были получены данные о том, что комплекс 
митогенов (КМ), состоящий из лектинов (фитогемаг-
глютинина М, фитогемагглютинина P, конконавалина 
А) и липополисахарида (LPS), обладает способностью 
снижать содержание низкодифференцированных КО 
(НДКО) и, соответственно, повышать содержание 
более дифференцированных форм КО в образцах ин-
вазивной карциномы молочной железы in vitro [11].     
В настоящей работе мы исследовали влияние КМ на 
дифференцировочный статус КО в образцах РМЖ 
различных молекулярных подтипов, а также на про-
дукцию биоптатами РМЖ различных цитокинов. Из-
вестно, что подсчет КО РМЖ с различной степенью 
дифференцировки имеет критическое значение как 
для диагностики, так и для прогноза злокачественных 
новообразований [12]. 

НДКО обусловливают более высокий уровень 
злокачественности и агрессивности РМЖ по сравне-
нию с более дифференцированными клетками [13]. 
Клинические исследования показывают, что наличие 
НДКО в опухоли коррелирует с плохим прогнозом. 
Их уровень ассоциируется с более низким уровнем 
выживаемости пациентов и повышенным риском 
рецидива [14].  Поэтому при анализе полученных 
результатов мы, в первую очередь, делали акцент   
на оценке изменений относительного содержания 
НДКО, точность подсчета которых в силу их морфо-

Архипов С.А., Михайлова Е.С., Архипова В.В. и др. Дифференцировочный статус клеток рака молочной железы
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логических особенностей более высока по сравнению 
с дифференцированными КО.

Цель – исследовать взаимосвязь между дифферен-
цировочным статусом КО различным молекулярным 
подтипам РМЖ, способностью РМЖ к метастазирова-
нию и модуляции в образцах РМЖ продукции различ-
ных цитокинов in vitro.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Материалом исследования служили биоптаты 

РМЖ (инвазивной карциномы молочной железы не-
специфического типа II и III степени злокачествен-
ности) 50 женщин в возрасте 35–76 лет с наличием 
(Мет+) и отсутствием (Мет-) метастазов в регионар-
ных лимфатических узлах, а также супернатанты, 
полученные при культивировании биоптатов in vitro 
в среде без КМ и в среде, содержащей КМ, прохо-
дивших лечение в Новосибирском областном онко-
логическом диспансере. Все пациенты подписали 
информированное согласие на участие в исследова-
нии. Исследование одобрено этическим комитетом 
НИИМББ ФИЦ ФТМ (протокол № 28 от 27.09.2023). 

Критерием включения в исследование являлся 
впервые выявленный РМЖ. Критериями исключе- 
ния – наличие отдаленных метастазов, обострение 
хронических заболеваний, проведение неоадъювант-
ной терапии. Пациенты были разделены на четыре 
группы в соответствии с принадлежностью к тому 
или иному молекулярному подтипу опухоли: люми-
нальный А (Люм А), люминальный B (Люм B), HER2/
neu позитивный (HER2+) и тройной негативный (ТН). 

Для стимуляции дифференцировки КО РМЖ и 
модуляции продукции цитокинов in vitro применяли 
композицию из четырех митогенов – КМ: фитогемаг-
глютинина М в концентрации 2,0 мкг/мл, фитогемаг-
глютинина P в концентрации 2,0 мкг/мл, конканавали-
на A в концентрации 4,0 мкг/мл и липополисахарида 
(LPS) в концентрации 2,0 мкг/мл [11]. Биоптаты опу-
холей, полученные методом трепанобиопсии, объе-
мом 8 мм3 помещали в два стеклянных флакона, в од-
ном из которых находилась только питательная среда 
DMEM-F12, а в другом –  КМ в таком же объеме 
среды, и культивировали 72 ч при температуре 37 ℃.  
Далее биоптаты извлекали из культуральной среды и 
фиксировали в нейтральном растворе формалина для 
проведения дальнейшего морфологического иссле-
дования, а  в  полученных супернатантах с помощью 
твердофазного иммуноферментного анализа опреде-
ляли концентрации цитокинов: интерлейкина (IL) 2, 
IL-6, IL-8, IL-10, IL-17, IL-18, IL-1β, IL-1Ra, фактора 
некроза опухоли альфа (TNF-α), интерферона-гамма 
(IFNγ),      гранулоцитарного колониестимулирующего 
фактора, гранулоцитарно-макрофагального колоние-

стимулирующего фактора (GM-CSF), фактора роста 
эндотелия сосудов (VEGF) и моноцитарного хемоат-
трактантного белка-1 (MCP-1). 

Индекс влияния КМ на продукцию цитокинов об-
разцами опухоли вычисляли по формуле: ИВКМ = А/Б,  
где А – концентрация цитокина в супернатанте биоп-
тата РМЖ после стимуляции опухоли КМ (КМ+),  
Б – концентрация цитокина в супернатанте биопта-
та РМЖ без стимуляции КМ (КМ-). Для проведения 
морфологического исследования фиксированные в 
формалине биоптаты РМЖ обезвоживали и заключа-
ли в парафин с последующим приготовлением срезов 
толщиной 4–5 мкм. Процессы депарафинизации и ре-
гидратации образцов РМЖ проводили по стандартной 
методике с использованием проводки ксилол–эта-
нол. Полученные срезы окрашивали гематоксилином  
и эозином по стандартной методике. Исследование про-
водили с помощью световой микроскопии при ×400. 

Степень дифференцировки КО в образцах РМЖ 
оценивали по цитоморфологическим критериям, опи-
санным нами ранее [11], с учетом Ноттингемской 
градирующей системы [15]. Подсчитывали относи-
тельное содержание (%) низкодифференцированных 
КО (НДКО), а также умеренно- (УДКО) и высоко-
дифференцированных КО (ВДКО). Наличие эффекта 
стимуляции дифференцировки КО РМЖ под воздей-
ствием КМ определяли по снижению относительно-
го содержания НДКО в образцах РМЖ и выражали 
в виде индекса влияния КМ на дифференцировку 
НДКО (ИВ НДКО), равного величине отношения ко-
личества НДКО в образцах  РМЖ без воздействия 
КМ к количеству НДКО  после воздействия КМ [11].

Уровень статистической значимости различий 
между группами определяли с помощью непараме-
трического парного критерия Вилкоксона. Показате-
ли выражали в виде медианы и нижнего и верхнего 
квартилей Me  (Q1; Q3). Вычисления медиан и нижне-
го и верхнего квартилей выполняли с помощью па-
кета программ Statisticа v. 7.0. Нейросетевой анализ 
проводили с помощью пакета программ IBM SPSS 
Statistics v. 22.0. 

В исследовании была использована нейросетевая 
модель (НСМ), сгенерированная на основе модуля 
«Многослойный перцептрон». Входной слой вклю-
чал 15 нейронов, один скрытый – три нейрона, вы-
ходной – один нейрон. Функция активации скрытого 
слоя – «гиперболический тангенс», функция акти-
вации выходного слоя – «сигмоид». Использование 
«гиперболического тангенса» в скрытом слое по-
зволяло НСМ учиться на нелинейных зависимостях 
между входными и выходными данными. Функция 
активации выходного слоя «сигмоид» позволяла ин-
терпретировать выходное значение как вероятность 
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принадлежности к классу «стимуляция дифференци-
ровки» (значение 0 или 1). 

Выбор архитектуры «Многослойный пер-
цептрон» (один скрытый слой с тремя нейронами) 
был обусловлен относительно небольшим объемом 
данных, чтобы снизить вероятность переобучения 
НСМ. Входными параметрами для перцептрона 
служили величины ИВКМ. Целевая переменная в 
НСМ – наличие или отсутствие эффекта стимуляции 
дифференцировки КО в соответствующих образцах 
РМЖ (значения 0 и 1).  Поскольку взаимосвязи меж-
ду цитокинами и эффектом дифференцировки КО 
могли отличаться при разных подтипах РМЖ, для 
каждого подтипа формировалась отдельная НСМ. 
Данные каждой группы пациентов были разделены 
на обучающую и тестовую выборки в приблизитель-
ном соотношении 80/20 (%) или 70/30 (%). Разделе-
ние проводилось случайным образом, но с сохране-
нием пропорций классов (0 и 1) в обеих выборках 
(стратифицированное разделение).  

 Обучение нейросети проводилось на обучающей 
выборке, а оценка точности НСМ – на тестовой. При 
Люм А данные были случайным образом разделены 
на обучающую и тестовую выборки в соотношении 
14/4, при Люм В, HER2+ и ТН подтипах – в соот-
ношениях 9/3, 5/2 и 9/3 соответственно. Применяли 
метод пакетного обучения (Batch) и алгоритм гради-
ентного спуска (Gradient Descent). 

Обучение НСМ проводили при сходных для раз-
ных подтипов РМЖ параметрах обучения: стандар-
тизация входных предикторов с помощью норма-
лизации: (x – min)/(max – min)); начальная скорость 

обучения: 0,4; момент: 0,9; центр интервала: 0; сме-
щение интервала: ±0,5. Точность нейросетевой мо-
дели для определения класса 1 – «наличие эффекта 
дифференцировки» (Positive Predictive Value) рас-
считывали по в формуле: точность НСМ = (TP/(TP + 
+ FP)),  где TP (True Positive) – количество образцов с 
«эффектом дифференцировки», которые правильно 
классифицированы моделью как имеющие «эффект 
дифференцировки»,   FP (False Positive) – количество 
образцов без «эффекта дифференцировки», которые 
ошибочно классифицированы моделью как имею-
щие «эффект дифференцировки». Точность нейро-
сетевой модели на обучающей и тестовой выборках 
составила: для НСМ ЛюмА – 92,31 и 100%, для НСМ 
ЛюмВ  – 87,5 и 100%, для HER2+ – 80  и 100%, для 
НСМ ТН – 75 и 66,7% соответственно.  После обуче-
ния НСМ вычисляли «нормализованную важность» 
(НВ) каждого входного предиктора, которая пред-
ставляет собой оценку относительной силы влияния 
входной переменной на прогнозирование целевой 
переменной – наличие или отсутствие эффекта сти-
муляции дифференцировки КО в образцах РМЖ по-
сле воздействия КМ. 

РЕЗУЛЬТАТЫ 
В таблице 1 представлены данные, демонстри-

рующие влияние КМ на относительное содержание 
НДКО, УДКО  и ВДКО в образцах РМЖ у пациентов 
с наличием (Мет+) и отсутствием (Мет-) метастазов 
в регионарных лимфатических узлах, а также у па-
циентов без разделения на наличие или отсутствие 
лимфогенного метастазирования.

Т а б л и ц а  1

Влияние КМ на относительное содержание НДКО, УДКО  и ВДКО  в образцах РМЖ, Me  (Q1; Q3), %

Пациенты с РМЖ Образец Относительное содержание
НДКО 

Относительное содержание ВДКО 
+ УДКО

 Без разделения на наличие или отсутствие 
метастазирования

КМ-, n = 50  22,32 (16,67; 27,06) 77,68 (72,94; 83,33) 
КМ+, n = 50  16,36*** (12,07; 21,55) 83,64*** (78,45; 87,93)

С отсутствием метастазов (Мет-)
КМ-, n = 29  18,57 (15,00; 24,59) 81,43 (75,41; 85,00)
КМ+, n = 29  14,89*** (12,07; 18,22) 85,11*** (81,78; 87,93)

С наличием метастазов (Мет+)
КМ-, n = 21  23,45 (21,11; 30,38) 76,55 (69,62; 78,89)
КМ+, n = 21  17,64*** (15,12; 23,61) 82,36*** (76,39; 84,88)

____________
Примечание .  Здесь и в табл. 2 различия статистически значимы при сравнении образцов КМ+ с образцами КМ-. ***p < 0,0001  (пар-
ный критерий Вилкоксона)

Во всех подгруппах пациентов (с наличием или 
отсутствием метастазов) наблюдалось статистиче-
ски значимое снижение относительного содержания 
НДКО в образцах РМЖ в ответ на воздействие КМ 
(КМ+). Это указывает на то, что КМ может оказы-
вать влияние на дифференцировку КО РМЖ, смещая 
их в сторону более зрелых форм. Анализ полученных 

данных, в зависимости от метастатического статуса 
(Мет- и Мет+), показал, что эффект КМ на дифферен-
цировку КО сохраняется независимо от наличия или 
отсутствия метастазов в лимфатических узлах. Раз-
личия между группами образцов КМ+ и КМ- стати-
стически значимы как для пациентов с метастазами 
(Мет+), так и для пациентов без метастазов (Мет-). 
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Сравнивая медианы  для каждой группы образ-
цов, можно оценить степень снижения содержания 
НДКО под воздействием КМ. 

В общей группе пациентов, без ее разделения на 
наличие или отсутствие метастазов, медиана сни-
жалась с 22,32% (КМ-) до 16,36% (КМ+). В группе 
пациентов без метастазов (Мет-) медиана относи-
тельного содержания НДКО снижалась с 18,57% 

(КМ-) до 14,89% (КМ+), а в группе пациентов с ме-
тастазами (Мет+) – с 23,45% (КМ-) до 17,64% (КМ+). 
Разброс значений (представленный квартилями) в 
группах КМ- несколько шире, чем в группах КМ+, 
что может указывать на большую гетерогенность 
образцов в группах, не подвергшихся воздействию 
КМ, а более узкий диапазон в группах КМ+ может 
отражать более однородный ответ КО на КМ.

Т а б л и ц а  2

Влияние КМ на относительное содержание НДКО, ВДКО и УДКО в образцах РМЖ   различных молекулярных подтипов  
Me  (Q1; Q3), %

Молекулярный подтип РМЖ Образец Относительное содержание НДКО Относительное содержание ВДКО + УДКО 

Люм А
КМ-, n = 18 18,52 (15,61; 25,32) 81,48 (74,62; 84,39)
КМ+, n = 18 15,77** (11,01; 20,08) 84,23** (79,92; 88,99)

Люм В
КМ-, n = 12 22,18 (18,37; 27,06) 77,82 (72,94; 81,63)
КМ+ n = 12 17,26** (13,19; 22,5) 82,74** (77,5; 86,81)

HER2+
КМ-, n = 7 17,38 (12,71; 24,57) 82,62 (75,43; 87,30)
КМ+, n = 7 15,67* (9,68; 24,55) 84,33* (75,45; 90,32)

ТН
КМ-, n = 12 23,26 (21,87; 29,98) 76,74 (70,03; 77,69)
КМ+, n = 12 15,79 (14,23; 18,76) 84,21 (77,84; 85,48)

____________

*p < 0,05;  **p < 0,01 (парный критерий Вилкоксона)

В таблице 2 представлены результаты исследова-
ния влияния КМ на относительное содержание кле-
ток с различной степенью дифференцировки в образ-
цах РМЖ разных молекулярных подтипов: Люм А, 
Люм B, HER2+  и ТН. Установлено, что в образцах 
Люм А наблюдается статистически значимое сниже-
ние относительного содержания НДКО в образцах 
КМ+ по сравнению с КМ- (p = 0,00159). Это гово-
рит о том, что КМ может способствовать дифферен-
цировке КО в этом подтипе РМЖ.  Аналогично при 
подтипе Люм B также наблюдается статистически 
значимое снижение содержания НДКО в образцах 
КМ+ (p = 0,00963). Медиана снижается с 22,18 до 
17,26%. Этот результат также указывает на способ-
ность КМ индуцировать дифференцировку в клетках 
Люм B. В подтипе HER2 также наблюдается стати-
стически значимое снижение относительного содер-
жания НДКО в образцах КМ+ по сравнению с КМ- 
(p = 0,03125). В группе ТН хотя и наблюдается тен-
денция к снижению содержания НДКО  в образцах 
КМ+ по сравнению с КМ-, однако это снижение не 
достигает статистической значимости (p = 0,05974). 

С целью оценки вероятной роли цитокинов в эф-
фекте стимуляции дифференцировки клеток РМЖ 
под воздействием КМ было проведено исследование 
влияния КМ на продукцию цитокинов образцами 
РМЖ, при их культивировании в среде, содержащей 
КМ. Рассчитывали индексы влияния на продукцию 
цитокинов (ИВКМ) равные отношению концентра-
ции исследуемых цитокинов в супернатантах с КМ 

к  концентрациям    цитокинов в супернатантах об-
разцов РМЖ, культивируемых в среде без КМ. При 
этом одновременно рассчитывали ИВ НДКО, равный 
отношению количества НДКО в образцах, культиви-
рованных в среде без КМ, к количеству НДКО в об-
разцах, культивированных в среде, содержащей КМ.

На основе методов нейросетевого анализа были 
сформированы и обучены НСМ отдельно для каж-
дого подтипа РМЖ, на основе которых были рассчи-
тана НВ каждого входного предиктора независимой 
переменной – ИВКМ цитокина, в прогнозировании 
целевой зависимой переменной, к которой были от-
несены только два значения – наличие стимуляции 
дифференцировки (1) или ее отсутствие (0). При 
величине ИВ НДКО, превышающей 1,1, отмечали 
наличие эффекта дифференцировки, а при величине 
менее и равной 1,1, – ее отсутствие. Правомерность 
такого выбора оценки обосновывалась тем, что при 
групповом сравнении показателей относительного 
содержания НДКО в образцах РМЖ после культиви-
рования в среде с КМ и без КМ, при условии, что их 
соотношение превышает 1,1, различия (оцениваемые 
методом парного критерия Вилкоксона) были значи-
мыми (табл. 3). 

Результаты нейросетевого анализа показателей 
ИВКМ на продукцию различных цитокинов образ-
цами РМЖ и ИВ  НДКО   в зависимости от молеку-
лярно-генетического подтипа РМЖ представлены в 
табл. 3. Показано, что при РМЖ Люм А ИВКМ IL-
1Ra имеет максимальную величину НВ (100%), что  
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свидетельствует о ведущей роли IL-1Ra в  проявле-
нии эффекта дифференцировки КО под действием 
КМ в образцах опухоли этого подтипа. При этом 
высокие величины НВ ИВКМ были установлены и 
для ряда других цитокинов: IFNγ (НВ = 80,9%),  IL-6 
(НВ = 87,3%), TNFα (НВ = 69,7%) и VEGF (НВ = 
69,6%). При Люм В наибольшую величину НВ пока-
зал  MCP-1 (100%). Относительно высокий уровень 
НВ был также выявлен для цитокинов: GM-CSF (НВ 
= 76,5%), IL-8 (НВ = 70,9%) и  IL-18 (НВ = 68,7%).

Т а б л и ц а  3

Результаты нейросетевого анализа роли ИВКМ различных 
цитокинов в развитии эффекта дифференцировки НДКО 

РМЖ под действием КМ при РМЖ различных  
молекулярных подтипов

ИВКМ

Молекулярный подтип РМЖ

Люм А Люм В Her2+ ТН

Нормализованная важность показателя, %
IL-2 30,0 48,7 44,0 47,4
 IL-4 44,3 18,7 36,5 56,7
IL-6 87,3 14,1 67,9 81,9
IL-8 74,3 70,9 52,3 32,5
IL-10 34,2 45,0 45,6 41,8
IL-17 51,0 32,1 91,9 67,6
IL-18 36,3 68,7 43,2 45,8
IL-1β 28,0 13,2 84,0 100,0
IL1-Ra 100,0 28,7 54,8 41,0
TNF-α 69,7 17,7 21,5 47,0
IFNγ 80,9 12,2 100,0 63,9
G-CSF 40,8 30,9 58,2 45,7
GM-CSF 29,1 76,5 73,2 44,9
VEGF 69,6 21,9 42,4 42,7
MCP-1 57,8 100,0 96,4 35,7

Для РМЖ HER2+ были выявлены другие со-
четания цитокинов  с большими величинами НВ: 
IFNγ (НВ = 100%), MCP-1 (НВ = 96,4%), IL-17 (НВ 
= 91,9%) и IL-1β (НВ = 84,0%). При ТН РМЖ  наи-
большую НВ показал  IL-1β (НВ = 100%). При этом 
к высокозначимым цитокинам в развитии эффекта 
дифференцировки КО под действием КМ по показа-
телям НВ ИВКМ отнесены: IL-6 (НВ = 81,9%), IL-17 
(НВ = 67,6%) и IFNγ (НВ = 63,9%).    Таким обра-
зом, нейросетевой анализ важности величин ИВКМ 
различных цитокинов в развитии эффекта диффе-
ренцировки НДКО РМЖ под действием КМ показал 
значительные различия между молекулярными под-
типами РМЖ.

ОБСУЖДЕНИЕ
В настоящее время перспективность дифферен-

цировочной терапии как эффективного метода лече-
ния и ее применение остаются пока ограниченными 
из-за недостатка понимания возможных путей диф-

ференцировки КО при солидных злокачественных 
новообразованиях, в том числе из-за отсутствия до-
статочного количества информации об иммуноло-
гических механизмах, которые могут регулировать 
эти процессы [1–3].  Настоящее исследование было 
направлено на изучение вероятных иммунных меха-
низмов влияния композиции, представляющей собой 
комплекс митогенов, на дифференцировку клеток 
РМЖ и, в частности, на формирование цитокиновой 
сети, лежащей в основе этого процесса.

Влияние КМ на дифференцировку клеток РМЖ 
оказалось зависимым от молекулярного подтипа опу-
холи. Наиболее выраженный эффект наблюдался при 
Люм А и Люм B, где КМ вызывал статистически зна-
чимое снижение относительного содержания НДКО. 
Схожие тенденции наблюдались и при HER2-пози-
тивном подтипе, хотя этот эффект был менее выра-
женным. Примечательно, что при тройном негатив-
ном РМЖ (ТН РМЖ) наблюдалась лишь тенденция к 
снижению НДКО, которая не достигла статистической 
значимости. Эти данные согласуются с представления-
ми о молекулярной гетерогенности РМЖ и различиях 
в механизмах регуляции дифференцировки в разных 
подтипах. Вероятно, КМ воздействует на специфиче-
ские сигнальные пути, которые играют более важную 
роль в дифференцировке люминальных и HER2-пози-
тивных опухолей, чем в ТН РМЖ. Данный факт может 
быть также обусловлен гетерогенностью ТН РМЖ и 
его известной резистентностью к различным видам те-
рапии [16]. 

Результаты нейросетевого анализа показали суще-
ственную разницу в НВ различных цитокинов в зави-
симости от молекулярного подтипа РМЖ. Различия в 
«нормализованной важности» цитокинов между под-
типами РМЖ отражают разнообразие иммунного ми-
кроокружения опухоли. Так, для РМЖ Люм А клю-
чевую роль в эффекте стимуляции дифференцировки 
клеток РМЖ показали  IL-1Ra, а также IFNγ, IL-6, 
TNFα и VEGF. Роль IL-1Ra может быть связана с его 
способностью блокировать провоспалительный эф-
фект IL-1β, тем самым смещая регуляторный баланс в 
сторону дифференцировки КО Люм А [17, 18].  IFNγ, 
вероятно, может напрямую индуцировать экспрес-
сию генов, участвующих в дифференцировке клеток 
РМЖ [19], а IL-6 и TNFα могут оказывать как про-
воспалительное, так и дифференцировочное действие 
в зависимости от исходного уровня их продукции [9, 
20]. VEGF как фактор ангиогенеза может влиять на 
сосудистое микроокружение опухоли и косвенно – на 
дифференцировку КО РМЖ.

При РМЖ Люм B наибольшую НВ ИВКМ имел 
MCP-1, хемокин, участвующий в рекрутировании и 
активации макрофагальных клеток [21]. Также ока-
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зались значимы GM-CSF, IL-8 и IL-18. Как известно, 
GM-CSF стимулирует дифференцировку миелоид-
ных клеток [6], а IL-8 и IL-18 участвуют в регуляции 
воспаления и иммунного ответа [22, 23]. При HER2+ 
наиболее высокий показатель НВ ИВКМ был у IFNγ, 
что может быть связано с его способностью активи-
ровать комплексный противоопухолевый иммунный 
ответ и индуцировать дифференцировку. При этом 
MCP-1, IL-17 и IL-1β могут также играть важную 
роль в этом процессе [24]. Следует, однако, отметить, 
что из-за малой выборки группы HER2+ результаты, 
полученные для этой группы HER2+ методом нейро-
сетевого анализа, следует рассматривать как предва-
рительные и требующие подтверждения на большей 
выборке.

При ТН РМЖ наиболее высокие величины НВ 
выявлены для ИВКМ IL-1β, IL-6, IL-17 и IFNγ,  что 
может отражать особенности иммунного микро- 
окружения этого подтипа. Тот факт, что ИВКМ IL-
1β показал решающее значение для стимуляции диф-
ференцировки в трижды негативном РМЖ, предпо-
лагает, что воздействие на сигнальный путь IL-1β 
может быть перспективным терапевтическим подхо-
дом для этого агрессивного подтипа РМЖ.

НВ предикторов в нейросетевом анализе – это 
инструмент для оценки  относительной силы влия-
ния переменных на ожидаемый эффект, а не их доли 
в общем эффекте. Поэтому не существует универ-
сальной, жестко установленной границы для разде-
ления предикторов на «значимые» и «незначимые» 
на основе НВ. Исходя из того, что в нашем исследо-
вании НВ оценивает прогностическую  силу каждого 
отдельного  предиктора (ИВКМ) в  развитии  эффек-
та дифференцировки КО, то  можно только услов-
но выделить (например, при НВ > 65%) наиболее 
значимые цитокины, влияющие на развитие этого 
эффекта  при различных подтипах РМЖ: при Люм  
А – IL1-Ra, IL-6, IFNγ, IL-8, TNFα и VEGF; при 
Люм В –  MCP-1, GM-CSF, IL-8; при HER2+  – IFNγ,  
MCP-1, IL-17, IL-1β, при ТН подтипе –  IL-1β, IL-6.

Таким образом, различия в выявленных нами 
взаимосвязях между ИВКМ и развитием эффекта 
дифференцировки под действием КМ могут отра-
жать сложные взаимодействия между различными 
клетками иммунной системы, формирующими ми-
кроокружение опухоли и внутриопухолевую ци-
токиновую сеть, которая контролирует процессы, 
регулирующие  дифференцировку клеток РМЖ. Не-
которые цитокины могут оказывать прямое влияние 
на дифференцировку, в то время как другие могут 
модулировать этот процесс опосредованно, через 
взаимодействие с другими компонентами микро- 
окружения опухоли. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Полученные результаты имеют важное значение 

для понимания механизмов, лежащих в основе вли-
яния КМ на дифференцировку клеток РМЖ. Выяв-
ление ключевых цитокинов, участвующих в этом 
процессе, может послужить основой для разработки 
новых терапевтических стратегий, направленных на 
индукцию дифференцировки опухолевых клеток и 
повышение эффективности лечения РМЖ. Резуль-
таты исследования подчеркивают важность персо-
нализированного подхода к лечению РМЖ в рамках 
дифференцировочной терапии, учитывающего моле-
кулярный подтип опухоли. 
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