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ВВЕДЕНИЕ

Рак молочной железы (РМЖ) занимает ведущее 
место в структуре онкологических заболеваний жен-
ского населения, что обусловливает постоянный 
поиск новых, более эффективных методов диагно-
стики и лечения этой патологии [1]. К известным 
факторам риска возникновения РМЖ относятся 
нас ледственная предрасположенность, отсутствие 
детей или рождение ребенка в зрелом возрасте, при-
менение гормонов в постменопаузальный период, 
индекс массы тела [2]. С достаточно большой часто-
той имеет место развитие и доброкачественных опу-
холей, риск малигнизации которых достаточно зна-
чителен. С целью профилактики развития и ранней 
диагностики РМЖ проводят маммографические и 
ультразвуковые исследования, клиническое наблю-
дение за больными, гистологическое исследование 
операционного и биопсийного материала [3, 4].

Нередко при благополучном гистологическом 
диагнозе после удаления доброкачественной опу-
холи, больные вновь обращаются по поводу но-
вообразования, которое, в значительном количе-
стве случаев, имеет все признаки малигнизации 
[5]. В связи с этим приобретает несомненное зна-
чение поиск признаков, которые могут быть ис-
пользованы в качестве прогнозирования малигни-
зации доб рокачественных опухолей. Эти признаки, 
как правило, основаны на сравнительном изучении 
свойств клеток доброкачественных и злокачествен-
ных опухолей. В качестве примера можно привести 
определение онкогенов и их продуктов, маркеров 
апоптоза, рецепторов гормонов и факторов роста. 
Показано, что высокая экспрессия р53, онкопро-

теина с-erbB-2, TGFβ играет важную роль в разви-
тии аденокарциномы in situ [6]. Оценить биологи-
ческую агрессивность и метастатический потенци-
ал опухолей молочной железы (МЖ) можно и при 
изучении клеточной пролиферации (экспрессия 
Ki-67, PCNA) [7–9].

Ранее нами для изучения особенностей роста 
доб рокачественных опухолей МЖ (фиброадено-
матоз) и формирования групп риска был разрабо-
тан метод культивирования эксплантатов опухолей 
в диффузионных камерах. Результаты исследований 
показали, что у всех больных, в культуре экспланта-
тов которых были выявлены множественные кон-
гломераты (плотно прилегающие друг к другу клет-
ки) и сфероиды (упорядоченные колониеподобные 
структуры с признаками спиральной ориентации, 
которые на фильтрах диффузионных камер имеют 
вид полусфер) [10], по истечении года был установ-
лен диагноз: РМЖ с метастазами в подмышечных 
лимфатических узлах [11].

Продолжая это направление исследований, для 
получения новых дополнительных критериев харак-
теристики опухолей МЖ нами было проведено срав-
нительное изучение особенностей роста как добро-
качественных, так и злокачественных опухолей МЖ 
параллельно с изучением противоопухолевого дей-
ствия неактивированных и активированных лимфо-
цитов периферической крови больных по отноше-
нию к аутологичным опухолевым клеткам.

ОБЪЕКТ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Опухолевая ткань и лимфоциты перифери-
ческой крови (ЛПК) были получены от пациен-
ток с доброкачественными и злокачественными 
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опухолями МЖ, на что пациентки дали инфор-
мированное согласие. Всего изучены материа-
лы от 20 больных (8 — с диагнозом карцинома 
МЖ и 12 — с фиброаденомами (7), фиброзно-
кистозными мастопатия ми (2), фиброаденома-
тозам (1), папилломой с изъязвлениями (1), ма-
кромастией (1)), находящихся на стационарном 
лечении в отделении хирургии Киевской больни-
цы № 1. У 3 был диагностирован РМЖ II, у 4 — 
III стадии заболевания.

При исследовании опухолевой ткани использо-
вали эксплантаты опухоли (кусочки опухолевой тка-
ни размером до 0,2 мм3). ЛПК выделяли из цельной 
гепаринизированной крови (из локтевой вены боль-
ных, натощак) путем центрифугирования в гради-
енте плотности фиколл-верографина.

Для получения ЛАК клетки инкубировали 
с ронколейкином-2 (1000 МЕ/мл; БИОТЕХ, Рос-
сия) на протяжении 2 ч при 37 °С, затем 2 раза от-
мывали.

Рост опухолевых клеток (ОК) и их взаимодей-
ствие с лимфоцитами изучали при их совместном 
культивировании в диффузионных камерах. Клет-
ки культивировали на протяжении 5 сут в пол-
ной среде RPMI-1640 (Sigma, США) при 37 °С и 
5% СО2. После окончания срока культивирова-
ния фильтры диффузионных камер фиксирова-
ли, окрашивали гематоксилином Караччи, про-
водили через спирты возрастающей концентра-
ции, просветляли в ксилоле, готовили препараты 
с использованием канадского бальзама и мик-
роскопировали.

Для характеристики опухолевого роста использо-
вались следующие морфологические критерии: де-
струкция опухолевых клеток, отсутствие миграции 
клеток из эксплантата; миграция единичных опу-
холевых клеток, расселение опухолевых клеток по 
фильтру и образование монослоя различной плот-
ности; наличие конгломератов клеток; образова-
ние сфероидов.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Исследование особенностей роста экспланта-
тов злокачественных и доброкачественных опу-
холей МЖ при их культивировании в диффузион-
ных камерах выявило определенные отличия. 
Рост эксплантатов злокачественных опухолей 
характеризовался выраженной интенсивностью: 
активная миграция клеток из эксплантатов, рас-
селение по всему фильтру диффузионной каме-
ры, образование разных по размеру участков мо-
нослоя низкой и средней плотности; в одном слу-
чае наблюдались начальные этапы образования 
конгломератов клеток. В отличие от этого рост 
эксплантатов доб рокачественных опухолей был 
незначительным, наблюдали только миграцию 
единичных клеток вокруг эксплантата и лишь 
в одном случае начальные этапы образования 
монослоя (рис. 1, 2).

Рис. 1. Рост ОК больной с диагнозом карцинома МЖ 
(культивирование в диффузионной камере), х 400

Рис. 2. Отсутствие миграции клеток из эксплантата опу-
холи больной с диагнозом фиброаденома (культивирова-
ние в диффузионной камере), х 400

Изучение противоопухолевого действия не-
активированных ЛПК и лимфокинактивирован-
ных клеток (ЛАК) показало, что оно проявляется 
по-разному в отношении клеток доброкачественных 
и злокачественных опухолей. Так, если у всех боль-
ных с карциномами действие ЛПК характеризова-
лось миграцией из эксплантатов единичных клеток 
и отсутствием монослоя, в сравнении с выражен-
ным монослоем различной плотности и начальными 
этапами образования конгломератов ОК в контро-
ле, то противоопухолевое действие ЛПК пациентов 
с доб рокачественными опухолями было выражено 
незначительно и наблюдалось только в 4 случаях 
из 12. При сочетанном культивировании неактиви-
рованных ЛПК и эксплантатов доброкачественных 
опухолей практически не отмечали различия с ОК 
в контроле (культивирование эксплантатов опухо-
лей без ЛПК) (табл. 1, 2).

Действие аутологичных ЛАК в отношении клеток 
злокачественных опухолей было хорошо выражено: 
у 2 больных отмечали деструкцию ОК; в остальных 
случаях противоопухолевое действие приводило 
к угнетению роста ОК по сравнению с контролем. 
Действие же ЛАК относительно доброкачественных 
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клеток практически не отличалось от действия не-
активированных ЛПК этих больных.

Суммируя полученные результаты можно кон-
статировать, что противоопухолевое действие как 
неактивированных ЛПК, так и ЛАК проявляется 
активно только в отношении эксплантатов больных 
со злокачественными опухолями, в то время как от-
носительно доброкачественных опухолей практиче-
ски отсутствует.

Полученные нами данные о различном характе-
ре роста эксплантатов доброкачественных и злока-
чественных опухолей МЖ можно попытаться объяс-
нить, используя данные литературы, которые отра-
жают биологические характеристики клеток этих 
опухолей, в частности, особенности в экспрессии мо-
лекулярных маркеров. Изучение экспрессии молекул 
контроля клеточного цикла и TGFβ показало различие 
экспрессии этих маркеров клетками злокачественной 
опухоли по сравнению с клетками карциномы in situ 
и клетками доброкачественной опухоли МЖ [6]. Раз-
личия пролиферативных свойств клеток доброкаче-
ственных и злокачественных опухолей МЖ выявлены 
в системе in vitro при помощи люминисцентных ме-
тодов. Отмечено, что уровень АТФ-люминесценции 
клеток злокачественной опухоли был значительно 

выше по сравнению с клетками доброкачественной 
опухоли и нормальной тканью МЖ [7].

Более высокая противоопухолевая активность 
цитотоксических ЛПК больных со злокачествен-
ными опухолями совпадает с исследованиями дру-
гих авторов, которые использовали иные субпопу-
ляции клеток. Так, у пациентов со злокачественной 
опухолью МЖ активность естественных киллеров 
(ЕК) в отношении клеток линии К562 была значи-
тельно выше в сравнении с таковой больных с доб-
рокачественными опухолями и здоровыми донора-
ми [12, 13]. Отмечены различия функциональной 
активности цитотоксических клеток по отношению 
к доброкачественным и злокачественным ОК яич-
ника, а также различия количественного характера 
между асцитной жидкостью и периферической кро-
вью (ПК) больных со злокачественными опухолями 
яичника. При изучении субпопуляций CD3+CD56+ 
ЕК Т-лимфоцитов и CD3–CD56+ ЕK ПК больных с 
доброкачественными и злокачественными опухо-
лями яичника не установлены различия в количе-
стве клеток. Однако разное количество этих клеток 
отмечали в асцитной жидкости и ПК больных ра-
ком яичника [14]. Различия отмечены при изучении 
метаболической активности еще одной популяции 

Таблица 1 

Рост эксплантатов злокачественных опухолей под влиянием ЛПК и ЛАК

Диагноз
Возраст

больных, лет

Стадия

заболевания

Противоопухолевое действие лимфоцитов

Рост эксплантатов (контроль) Действие ЛПК Действие ЛАК

Карцинома in situ 66 TisN0M0 Миграция единичных клеток Миграция единичных клеток Отсутствие миграции
Карцинома 68 T4N0M0 Миграция единичных клеток Миграция единичных клеток Отсутствие миграции; 

деструкция
Карцинома 52 T3N2M0 Монослой средней плотности Отсутствие миграции Отсутствие миграции
Карцинома 52 T3N2M0 Монослой средней плотности Монослой низкой плотности Отсутствие миграции
Карцинома 43 T2N1M0 Монослой средней плотности Монослой низкой плотности Монослой низкой 

плотности
Карцинома T3N2M0 Монослой средней плотности Отсутствие миграции Отсутствие миграции; 

деструкция
Карцинома 54 T2N0M0 Монослой низкой плотности Начальные этапы 

образования монослоя
Миграция единичных 

клеток
Карцинома 83 T3N0M0 Монослой средней плотности Монослой средней 

плотности
Начальные этапы 

образования монослоя

Таблица 2

Рост эксплантатов доброкачественных опухолей под влиянием ЛПК и ЛАК

Диагноз
Возраст 

больных, лет

Противоопухолевое действие лимфоцитов

Рост эксплантатов (контроль) Действие ЛПК Действие ЛАК

Фиброзно-кистозная
мастопатия

42 Начальные этапы образования 
монослоя

Начальные этапы образования 
монослоя

Начальные этапы образования 
монослоя

Макромастия 48 Рост клеток в диффузионных 
камерах отсутствует

Рост клеток в диффузионных 
камерах отсутствует

Рост клеток в диффузионных 
камерах отсутствует

Филоидная фиброаденома 40 Начальные этапы образования 
монослоя

Миграция единичных клеток Миграция единичных клеток

Фиброаденома 24 Миграция единичных клеток Миграция единичных клеток Отсутствие миграции
Очаговый
фиброаденоматоз

69 Монослой средней плотности Монослой низкой плотности Миграция единичных клеток

Фиброаденома 27 Миграция единичных клеток Миграция единичных клеток Миграция единичных клеток
Фиброаденома 32 Рост клеток в диффузионных 

камерах отсутствует
Рост клеток в диффузионных 

камерах отсутствует
Рост клеток в диффузионных 

камерах отсутствует
Фиброзно-кистозная
мастопатия

41 Монослой низкой плотности Начальные этапы образования 
монослоя

Миграция единичных клеток

Филоидная фиброаденома 51 Начальные этапы образования 
монослоя

Миграция единичных клеток Миграция единичных клеток

Фиброаденома 29 Начальные этапы образования 
монослоя

Миграция единичных клеток Миграция единичных клеток

Фиброаденома 36 Начальные этапы образования 
монослоя

Начальные этапы образования 
монослоя

Миграция единичных клеток

Папиллома с изъязвлениями 40 Начальные этапы образования 
монослоя

Начальные этапы образования 
монослоя

Миграция единичных клеток
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клеток, способных к цитотоксическому действию — 
нейтрофилов ПК больных с доброкачественными и 
злокачественными опухолями яичника. У больных 
со злокачественными опухолями отмечали значи-
тельную активность нейтрофилов [15].

Наши данные согласуются также с исследования ми, 
в которых отмечена высокая цитотоксическая актив-
ность мононуклеаров ПК, активированных интерлей-
кином (ИЛ)-2, больных со злокачественными опухо-
лями МЖ в отношении клеток линии МСF-7 (пози-
тивная по рецепторам эстрогенов линия клеток МЖ). 
Подобной активности активированных мононуклеа-
ров здоровых доноров не наблюдали [16]. Эти данные 
также могут быть использованы и при обсуждении ре-
зультатов, полученных нами. Речь идет о том, что если 
в наших исследованиях изучали действие аутологичных 
лимфоцитов в отношении доброкачественных и злока-
чественных ОК, то в предыдущей работе использова-
ли лимфоциты больных со злокачественными опухоля-
ми и лимфоциты здоровых доноров. Возникает вопрос: 
почему в обоих исследованиях наиболее выраженный 
эффект связан с использованием ЛАК, полученных от 
больных? Такое действие ЛАК может быть обусловле-
но тем, что у больных со злокачественными опухоля-
ми лимфоциты преактивированы антигенами опухо-
лей и активация ИЛ-2 существенно усиливает их про-
тивоопухолевое действие [17]. К этому следует добавить, 
что противоопухолевая активность ЛАК также может 
быть связана с усилением пролиферации лимфоцитов 
и продукцией цитокинов (ИЛ-1, ИЛ-2, TNFα) этими 
клетками, увеличением количества CD3+-лимфоцитов 
и индукторных Т-хелперов. Действие ИЛ-2 приводит 
к повышению экспрессии нормальными киллерами 
молекул адгезии (CD18, CD54, CD58, CD56), что уси-
ливает их взаимодействие с опухолевыми клетками-
мишенями [18, 19].

Таким образом, результаты настоящих исследо-
ваний и данные, полученными нами ранее, позво-
ляют прийти к заключению, что изучение характе-
ра роста эксплантатов доброкачественных опухолей 
в сочетании с определением противоопухолевой ак-
тивности аутологичных лимфоцитов больных, могут 
быть важным прогностическим критерием малиг-
низации опухолей. Учет этих критериев, возможно 
в комплексе с другими показателями, может быть 
использован для формирования групп риска боль-
ных с доброкачественными заболеваниями МЖ, 
а следовательно дает основание выработать такти-
ку наблюдения за указанными больными.

ВЫВОДЫ

1. В характере роста эксплантатов злокачествен-
ных и доброкачественных опухолей МЖ выявлены 
существенные различия.

2. Активированные ИЛ-2 лимфоциты перифери-
ческой крови больных с доброкачественными опу-
холями практически не обладают противоопухоле-
вой активностью в отношении аутологичных экс-
плантатов опухолей.

3. Действие аутологичных ЛАК в отношении кле-
ток злокачественных опухолей хорошо выражено.
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THE FEATURES OF GROWTH 

OF THE BENIGN AND MALIGNANT BREAST 

TUMOR IN DIFFUSION CHAMBERS

Y.D. Vinnichuk, О.B. Belova, Е.А. Кirnasovskaya, 
V.I. Тarutinov, L.Y. Коvaleva, N.М. Berezhnaya

Summary. The growth of the tumor explants from the 
patients with benign and malignant breast cancer and 
antitumor activity of their autological peripheral blood 
lymphocytes were studied. The comparative analysis 
revealed differences in the growth of the tumor explants 
in diffusion chambers. The differences are displayed 
in the cell migration intensity from explants and in the 

formation of monolayers with low and medium density. 
Antitumor efficiency of nonactivated PBL and activated 
by IL-2 peripheral blood lymphocytes from the patients 
with malignant was higher than ones from the patients 
with benign disease. The obtained data may be useful 
as an additional important criterion of mammary gland 
malignization.

Key Words: mammary gland, benign disease and 
malignant breast tumor, lymphocytes, lymphokine 
activated killer cells.
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