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АННОТАЦИЯ
Обоснование. Люминальный HER2-негативный рак молочной железы является наиболее часто встречаемым у жен-
щин с диагностированной ранней стадией рака. Стромальные и иммунные клетки микроокружении опухоли имеют 
важное значение в прогнозировании рака. Прогностическая роль нейтрофилов на ранних стадиях рака молочной же-
лезы остаётся во многом неясной.
Цель — исследовать прогностическую роль нейтрофилов опухолевого микроокружения для ранних стадий люми-
нального HER2-негативного рака молочной железы.
Материалы и методы. Объектами исследования стали 60 женщин с ранним люминальным HER2-негативным ра-
ком молочной железы, прооперированных на базе Городской клинической больницы имени С.П. Боткина (г. Москва). 
Сначала исследовались базовые морфологические признаки: размер опухоли, степень дифференцировки опухоли 
по шкале Nottingham Histologic Score, количество опухоль-инфильтрирующих лимфоцитов, статус лимфоваскулярной 
инвазии, экспрессия гормональных рецепторов, пролиферативная активность опухолевых клеток, наличие метастазов 
в регионарных лимфатических узлах. С использованием иммуногистохимического исследования с CD15 оценивались 
опухоль-ассоциированные нейтрофилы.
Результаты. Наличие опухоль-ассоциированных нейтрофилов коррелировало с размером опухоли, низкой степенью 
дифференцировки опухоли, высокой пролиферативной активностью опухолевых клеток, наличием лимфоваскулярной 
инвазии и метастазов в регионарных лимфатических узлах.
Заключение. Опухоль-ассоциированные нейтрофилы связаны с прогрессированием люминального HER2-негативного 
рака молочной железы.

Ключевые слова: рак молочной железы; опухолевое микроокружение; опухоль-инфильтрирующие лимфоциты; 
опухолевые нейтрофилы.
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ABSTRACT
BACKGROUND: Luminal HER2-negative breast cancer is the most common type of tumor in women diagnosed with early-
stage breast cancer. Stromal cells and immune cells in tumor microenvironment have been reported to play a significant role 
in cancer prognosis. The prognostic role of tumor-associated neutrophils in early breast cancer remains mostly unclear.
AIM: To study predictive role tumor-associated neutrophils in early luminal HER2-negative breast cancer.
MATERIALS AND METHODS: The dataset consisted of 60 patients with early luminal HER2-negative breast cancer treated in 
S.P. Botkin City Clinical Hospital (Moscow, Russia). We first estimated basic morphological signs: tumor size, tumor grade (by 
Nottingham Histologic Score), tumor-infiltrating lymphocytes, lymphovascular invasion, hormonal receptors status, proliferative 
index, regional lymph nodes status. The expression of intratumoral neutrophils was studied using immunohistochemistry with 
CD15.
RESULTS: High tumor-associated neutrophils concentration was correlated with tumor size, high grade tumors, proliferative 
index, tumor-infiltrating lymphocytes, lymphovascular invasion and positive regional lymph nodes.
CONCLUSION: Tumor-associated neutrophils predicted a worse prognosis in early luminal HER2-negative breast cancer.
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ОБОСНОВАНИЕ
В России рак молочной железы находится на первом 

месте в структуре онкологической заболеваемости (20,9%) 
и смертности (16,2%). С 2008 по 2018 год количество диа-
гностированных случаев рака молочной железы I–II стадий 
увеличилось с 62,7% до 71,2%. Стандартизованный пока-
затель смертности при этом снизился с 17,05 до 14,02 [1].

Наиболее благоприятные по прогнозу и выживаемо-
сти люминальные HER2-негативные ранние карциномы 
молочной железы в течение 5 лет дают до 8% случа-
ев рецидивов заболевания [2]. Для понимания, в каких 
случаях карциномы люминального типа могут протекать 
агрессивно, а в каких нет, оцениваются различные мор-
фологические прогностические факторы: размеры и диф-
ференцировка опухоли, микроокружение опухоли, статус 
гормональных рецепторов и экспрессия биомаркёров 
(HER2, Ki67, PD-L1 и др.) [3].

Опубликовано много работ по изучению прогностиче-
ского значения опухолевого микроокружения рака молоч-
ной железы, при этом довольно подробно исследованы 
опухоль-инфильтрирующие лимфоциты, а такие клетки, 
как макрофаги, тучные клетки и нейтрофилы, к сожале-
нию, исследованы недостаточно [4].

Цель. Исследовать прогностическую роль нейтро-
филов опухолевого микроокружения для ранних стадий 
люминального HER2-негативного рака молочной железы.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объектом патоморфологического исследования ста-

ли 60 женщин в возрасте от 31 года до 79 лет (средний 
возраст — 60±11 лет), прооперированных по поводу 
люминального HER2-негативного протокового рака мо-
лочной железы:
• радикальная резекция молочной железы с биопсией 

сторожевого лимфатического узла была выполнена 
в 15 случаях (25%);

• радикальная резекция с биопсией сторожевого лим-
фатического узла и Z-пластикой — в 2 случаях (3%);

• радикальная резекция с аксиллярной лимфодиссек-
цией — в 16 случаях (27%);

• радикальная мастэктомия по Маддену — в 23 случаях 
(38%);

• радикальная подкожная мастэктомия с одномомент-
ной пластикой — в 3 случаях (5%).
При изучении операционного материала карциномы 

молочной железы размером 5–10 мм были выявлены 
в 7 наблюдениях (12%), 10–20 мм — в 35 (58%), более 
20 мм — в 18 (30%).

Опухоли I степени дифференцировки по системе Not-
tingham Histologic Score были обнаружены в 10 случаях 
(16%), II степени — в 34 (57%), III степени — в 16 (27%).

Лимфоваскулярная инвазия определялась в 23 наблю-
дениях (38%), а периневральная инвазия — в 14 (23%).

Количество опухоль-ассоциированных лимфоцитов 
варьировало от 0 до 14 и в среднем составило 4,2±0,5%.

Люминальный А фенотип опухоли был выявлен 
в 35 случаях (58%), а люминальный B HER2-негативный — 
в 25 (42%).

У 19 (32%) женщин имелись метастазы в регионарных 
лимфатических узлах (N+).

В начале ретроспективно изучались протоколы пато-
морфологического исследования операционного мате-
риала. В случае недостающих данных гистологический 
архив дополнительно анализировался.

Далее проводилось иммуногистохимическое исследо-
вание опухолевых нейтрофилов с использованием ткане-
вых микрочипов. Метод тканевых микрочипов считается 
лучшим методом оценки большой выборки, несмотря 
на некоторые ограничения в виде среза небольшого 
участка опухоли [5]. Для нивелирования недостатков ме-
тода тканевых микрочипов выбирались наиболее репре-
зентативные участки опухоли. Всего было приготовлено 
120 тканевых микрочипов из 60 парафиновых блоков 
опухоли. В качестве внешнего контроля использовался 
тканевой микрочип нёбной миндалины. Использование 
метода тканевых микрочипов в конечном итоге позволило 
сэкономить реактивы.

Перед изготовлением тканевых микрочипов архивные 
гистопрепараты, окрашенные гематоксилином и эозином, 
сканировались с помощью гистосканера Pannoramic Desk 
(3DHistech, Венгрия). В программе Pannoramic Viewer 
(3DHistech, Венгрия) производилась отметка двух наибо-
лее репрезентативных фокусов опухоли. 

На аппарате TMA Master (3DHistech, Венгрия) (рис. 1) 
из парафиновых блоков опухоли (блоков-доноров) высверли-
вались столбики диаметром 2 мм. Далее они перемещались 

Рис. 1. Аппарат TMA Master (3DHistech, Венгрия).
Fig. 1. TMA Master device (3DHistech, Hungary).
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в заранее просверленные отверстия в пустом парафиновом 
блоке (блоке-реципиенте). Всё это производилось автомати-
зировано по ранее нанесённым разметкам.

В конечном итоге получались новые парафиновые бло-
ки с 4–8 тканевыми микрочипами опухоли разных случаев.

С парафиновых блоков-реципиентов с тканевыми 
микрочипами выполнялись срезы толщиной 4 мкм. Про-
водилась депарафинизация, гидратация, термическая 
демаскировка, инкубация срезов. В качестве антитела 
использовалось мышиное моноклональное антитело anti-
CD15 (Roche Diagnostics, Швейцария). Иммуногистохими-
ческие реакции проводились в полностью автоматизиро-
ванной системе Ventana (Roche Diagnostics, Швейцария).

Готовые иммуногистохимические препараты иссле-
довались на микроскопе Axio Scope.A1 (Zeiss, Германия). 
В сомнительных случаях гистопрепараты сканировались 
и просматривались в программе Pannoramic Viewer (рис. 2).

По методике E. Soto-Perez-de-Celis и соавт. [6]  
в 5 полях высокой мощности (5 HPF) подсчитывалось 
общее количество CD15-нейтрофилов среди раковых 
клеток, то есть опухолевых нейтрофилов.

Интраваскулярные нейтрофилы (рис. 3) и нейтрофилы 
в зонах некроза опухоли не включались в исследование. 
Инфильтрация нейтрофилами опухоли считалась позитив-
ной при наличии ≥1 нейтрофила, а негативной, соответ-
ственно, в случае отсутствия нейтрофилов.

При статистической обработке данных использовались 
критерии Манна–Уитни, Краскела–Уоллиса, коэффициент 
корреляции Спирмена, хи-квадрат Пирсона. Различия 
считались достоверными при p ≤0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Нейтрофилы опухолевого микроокружения достоверно 

чаще встречались при N+ люминальных HER2-негативных 
карциномах молочной железы (17% против 90%, p=0,001). 
Количество нейтрофилов опухолевого микроокружения 

при люминальных HER2-негативных карциномах молоч-
ной железы варьировало от 1 до 10 (подсчитано в 5 HPF) 
со средним показателем 2,7±0,4.

В зависимости от размеров опухоли не было достовер-
ных различий в количестве нейтрофилов (p=0,1): 
• при опухолях 5–10 мм — 0,4±0,2 нейтрофилов;
• при опухолях 10–20 мм — 1,4±0,4 нейтрофилов;
• при опухолях более 20 мм — 2,9±0,7 нейтрофилов.

Однако имелась достоверная статистическая зави-
симость между размером карцином молочной железы 
и самим фактом наличия и отсутствия опухолевых ней-
трофилов (табл. 1).

Не было статистически значимых различий количества 
нейтрофилов опухолевого микроокружения в зависимо-
сти от степени дифференцировки карцином: при I сте-
пени — 0,2±0,1, при II степени — 1,6±0,4, при III степе-
ни — 3,0±0,6 (p=0,2). Между тем отсутствие нейтрофилов 
достоверно чаще наблюдалось при карциномах I степени 

Рис. 3. CD15-нейтрофилы в просвете сосудов.
Fig 3. Blood vessels with CD15 neutrophils.

Рис. 2. Иммуногистохимический препарат блока-реципиента 
с 4 тканевыми микрочипами опухоли разных случаев.
Fig. 2. Immunohistochemical sample of the recipient block with  
4 tumor tissue microarrays from different cases.
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дифференцировки, а наличие нейтрофилов — при III сте-
пени (табл. 2).

В карциномах с лимфоваскулярной инвазией коли-
чество нейтрофилов было достоверно больше: 2,95±0,6 
против 1,0±0,3 (p=0,01). Количество нейтрофилов не зави-
село от периневральной инвазии: 1,52±0,4 против 2,4±0,8 
(p=0,1). С увеличением количества опухоль-ассоцииро-
ванных лимфоцитов карциномы были более инфильтри-
рованы нейтрофилами (r=0,5; p=0,05).

Количество нейтрофилов опухолевого микроокруже-
ния не было связано с экспрессией рецепторов эстрогена 
(r=0,18) и прогестерона (r=0,14), но позитивно коррелиро-
вало с экспрессией Ki67 (r=0,67; p=0,05).

В этой связи некоторое преобладание нейтрофилов 
при люминальных B опухолях, которые отличаются высо-
ким уровнем экспрессии Ki67, было вполне ожидаемым 
(3,2±0,6 против 0,6±0,2), хотя различия не были статисти-
чески достоверными (p=0,1).

Однако имелись статистически значимые различия 
между люминальными А и B карциномами в отношении 
самого факта наличия или отсутствия опухоль-ассоции-
рованных нейтрофилов (табл. 3).

ОБСУЖДЕНИЕ
В настоящее время появляется всё больше доказа-

тельств важной роли нейтрофилов опухолевого микро-
окружения в инициации и прогрессии рака. Нейтрофилы 
способствуют и помогают росту и метастазированию зло-
качественной опухоли [3].

Довольно хорошо изучена роль нейтрофилов при раке 
желудка, толстой кишки, шейки матки, печени, поджелу-
дочной железы и почки [7, 8]. Исследований нейтрофилов 
при раке молочной железы значительно меньше, что де-
лает актуальным данную проблему. Большинство работ 
касается исследования агрессивных фенотипов рака мо-
лочной железы (тройные негативные и нелюминальные 
HER2-позитивные) [4], тогда как люминальные HER2-
негативные опухоли исследуются, к сожалению, гораздо 
реже. В целом, несмотря на благоприятный прогноз, лю-
минальный рак молочной железы тоже может рано ме-
тастазировать, но при этом неизвестна роль нейтрофилов.

В карциномах различают нейтрофилы опухолевого 
микроокружения и циркулирующие в крови нейтрофилы 
[6]. Нейтрофилы находятся среди клеток рака и относятся 
к микроокружению опухоли. Они индуцируют миграцию, 
инвазию и эпителиально-мезенхимальный переход опу-
холевых клеток. Циркулирующие нейтрофилы связывают 
клетки рака в просвете сосудов и способствуют их экстра-
вазации во вторичные органы, то есть развитию метаста-
зов. Для изучения роли нейтрофилов в развитии карцином 
рекомендовано исследовать только нейтрофилы опухо-
левого микроокружения, так как именно они непосред-
ственно контактируют с клетками рака [4, 6].

Наиболее точная оценка количества нейтрофилов до-
стигается иммуногистохимическим окрашиванием, на-
пример, CD15, что и было использовано в данной работе. 
Оценка нейтрофилов при стандартной окраске гематок-
силином и эозином менее точна, так как их можно легко 
пропустить или перепутать с другими клетками.

В исследованной выборке количество нейтрофилов 
опухолевого микроокружения варьировало от 0 до 10 
в 5 HPF, что несколько противоречит данным литера-
туры. В работе E. Soto-Perez-de-Celis и соавт. [6] ва-
риабельность нейтрофилов была меньше и составила  
0–2 в 10 HPF, однако выборка включала все вариан-
ты иммунофенотипа карцином, а подсчёт клеток вёлся 
на фоне стандартной окраски гематоксилином и эозином. 
Вариация нейтрофилов в исследовании G. Sheng-Kai  
и соавт. [9] была больше и составила 0–225 в 5 HPF, 
при этом во всех случаях проводилась неоадъювантная 
системная химиотерапия, а нейтрофилы выявлялись 

Таблица 1. Опухоль-ассоциированные нейтрофилы при раз-
личных размерах карцином молочной железы
Table 1. Tumor-associated neutrophils at different sizes of breast 
cancer tumors

Размер опухоли CD15+ CD15–

5–10 мм 2 (28%) 5 (72%)*

10–20 мм 15 (43%) 20 (57%)

>20 мм 14 (78%)* 4 (22%)

* различия достоверны при p=0,05.
* statistically significant at p=0.05.

Таблица 2. Опухоль-ассоциированные нейтрофилы при раз-
личной степени дифференцировки карцином молочной железы
Table 2. Tumor-associated neutrophils at different grades of 
breast cancer

Степень 
дифференцировки опухоли CD15+ CD15–

G1 1 (10%) 9 (90%)*

G2 15 (44%) 19 (56%)

G3 15 (94%)* 1 (6%)

* различия достоверны при p=0,01.
* statistically significant at p=0.01.

Таблица 3. Опухоль-ассоциированные нейтрофилы при раз-
личном подтипе люминальных карцином молочной железы
Table 3. Tumor-associated neutrophils at different subtypes of 
luminal breast cancer

Тип  
опухоли CD15+ CD15–

Люминальный А 13 (37%) 22 (63%)*

Люминальный B 18 (72%)* 7 (28%)

* различия достоверны при p=0,01.
* statistically significant at p=0.01.
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иммуногистохимическим окрашиванием с более чув-
ствительным антителом CD66b.

Исследования морфологических закономерностей 
нейтрофилов весьма точно характеризуют их роль в про-
грессировании карцином молочной железы, в частности 
люминального HER2-негативного фенотипа. По данным 
E. Soto-Perez-de-Celis и соавт. [6], нейтрофилы опухолевого 
микроокружения при различных молекулярных типах рака 
молочной железы не связаны с размером опухоли и реги-
онарными метастазами. С другой стороны, исследования 
A. Grassadonia и соавт. [2] доказали связь повышенного ко-
личества нейтрофилов в крови с прогрессированием люми-
нальных карцином молочной железы.

В проведённой работе наличие опухолевых нейтрофи-
лов в раке молочной железы коррелировало с увеличе-
нием размеров и ухудшением дифференцировки опухоли, 
развитием лимфоваскулярной инвазии и появлением ме-
тастазов в регионарных лимфатических узлах.

Согласно C. Criscitiello и соавт. [3], наличие опухоль-
инфильтрирующих лимфоцитов более 5% способствует 
росту, лимфоваскулярной инвазии и метастазированию 
люминальных опухолей рака молочной железы.

В данной работе доказано прогностически неблагопри-
ятное значение и опухоль-инфильтрирующих лимфоцитов, 
так как их количество позитивно коррелировало с количе-
ством опухоль-ассоциированных нейтрофилов (r=0,5).

Известно о связи между периневральной инвазией 
и опухоль-ассоциированными нейтрофилами при карци-
номах желудочно-кишечного тракта и панкреатобилиар-
ной области [7, 8]. При люминальном раке молочной же-
лезы такой закономерности, как оказалось, нет. Однако 
это не значит, что в других более агрессивных типах рака 
молочной железы (тройные негативные и нелюминальные 
HER2-позитивные опухоли) тоже не будет связи между 
опухолевыми нейтрофилами и периневральной инвазией. 
Агрессивные карциномы молочной железы, по данным 
O. Oğuzhan и соавт. [4], отличаются большим количеством 
лимфоцитов, макрофагов, нейтрофилов и других клеток 
опухолевого микроокружения. В этих опухолях чаще име-
ется и периневральная инвазия, которая, вполне возмож-
но, коррелирует с количеством нейтрофилов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Опухолевые нейтрофилы в люминальном HER2-

негативном раке молочной железы ассоциированы 

с увеличением размеров опухоли и уменьшением её 
дифференцировки, лимфоваскулярной инвазией и ме-
тастазами в регионарные лимфатические узлы. Логична 
разработка терапевтических препаратов, направленных 
на опухолевые нейтрофилы при раке молочной железы. 
Методология тканевых микрочипов в морфологических 
исследованиях сокращает расход дорогостоящих имму-
ногистохимических реактивов.
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