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Цель исследования – оценить прогностические возможности CD4+ при раке молочной железы (РмЖ) т1–2N0M0.
Материалы и методы. Осуществляли количественную оценку сD4+-т-лимфоцитов в стромальных клетках опухоли 
и определяли прогностический параметр в соответствии с разработанным нами способом (патент № RU2697709C1 
от 19.08.2019) у 394 пациентов с диагнозом инфильтративного РмЖ. Выживаемость пациентов в анализируемой 
группе оценена на протяжении периода 10 лет.
В работе был использован архивный материал из парафиновых блоков «таргетной группы» для методик молеку-
лярно-генетического профилирования (T1–2N0M0, 1118 больных, 2000–2009 гг.). Осуществляли сканирование 
окрашенного гематоксилином и эозином гистологического препарата, выделяли центральную и периферическую 
зоны опухоли. для идентификации CD4+-т-лимфоцитов проводили иммуногистохимическое исследование препа-
ратов, полученных с кроличьими моноклональными антителами к CD4. После повторного сканирования гистологи-
ческих и иммуногистохимических препаратов, совмещения различных иммуногистохимических окрасок проводили 
подсчет клеточной плотности в опухолевом и стромальном компонентах в препаратах, окрашенных гематоксилином 
и эозином и CD4. для дальнейших расчетов использовали данные, полученные в результате приведенного к 1 мм2 
числа стромальных клеток (по окрашенному гематоксилином и эозином препарату), так называемую клеточную 
плотность на расчетное число CD4+-окрашенных клеток (клеточная площадь × доля сD4+-клеток в процентах). 
Полученное отношение используют для прогностической оценки исхода РмЖ: при его значении ≤50 % прогноз 
оценивают как благоприятный (при котором выживаемость пациента составляет 10 и более лет).
Результаты. у 296 (75 %) из 394 наблюдаемых больных содержание CD4+-т-лимфоцитов в стромальных клетках 
опухоли составляло ≤50 %. за 10 лет общая выживаемость больных в данной группе составила 93 %, что при РмЖ 
(стадии т1–2, N0) считается статистически благоприятной группой. у 98 (25 %) из 394 наблюдаемых больных 
указанное содержание CD4+-т-лимфоцитов составляло ˃50 %. за 10 лет общая выживаемость больных в данной 
группе составила 82 %, что при РмЖ (стадии т1–2, N0) считается статистически неблагоприятной группой.
Заключение. Полученные результаты свидетельствуют о высокой достоверности прогноза РмЖ на основании 
количественной оценки CD4+-т-лимфоцитов в стромальных клетках опухоли. Разработанный способ может быть 
использован для определения прогноза РмЖ на ранних стадиях заболевания (т1–2, N0).

Ключевые слова: прогноз рака молочной железы, прогностический параметр, инфильтрирующие опухоль лимфо-
циты, иммунокомпетентные клетки, CD4+-т-лимфоциты
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Aim. To evaluate the prognostic value of CD4+ in patients with т1–2N0M0 breast cancer.
Materials and methods. We performed a quantitative assessment of CD4+ T-lymphocytes in tumor stromal cells and 
determined the prognostic parameter using the method developed by us (patent No. RU2697709C1 dated 19.08.2019) 
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in 394 patients diagnosed with infiltrative breast cancer. Survival of patients in the analyzed group was assessed over 
a period of 10 years.
Archival material from paraffin blocks of the «target group» was used in the work for molecular genetic profiling tech-
niques (T1–2N0M0, 1118 patients, 2000–2009). A histological preparation stained with hematoxylin and eosin was 
scanned, and the central and peripheral zones of the tumor were isolated. To identify CD4+ T-lymphocytes, the immu-
nohistochemical study of preparations obtained with rabbit anti-CD4 monoclonal antibodies was performed. After 
rescanning histological and immunohistochemical preparations, combining different immunohistochemical stains, the 
cell density in the tumor and stromal components was calculated in preparations stained with hematoxylin and eosin 
and CD4. For further calculations, we used the data obtained as a result of the number of stromal cells reduced to 1 mm2 
(according to the preparation stained with hematoxylin and eosin), the so-called cell density per calculated number 
of CD4+-stained cells (cell area × proportion of CD4+ cells in percentages). The resulting ratio is used to predict the 
outcome of breast cancer: if its value is ≤50 %, the prognosis is assessed as favorable (in which the patient’s survival 
is 10 years or more).
Results. In 296 (75 %) of 394 observed patients, the proportion of CD4+ T-lymphocytes in tumor stromal cells was ≤50 %. 
Over 10 years, the overall survival of patients in this group was 93 %, which is considered a statistically favorable group 
for breast cancer (stages T1–2, N0). In 98 (25 %) of 394 observed patients, the proportion of CD4+ T-lymphocytes 
in tumor stromal cells was ˃50 %. Over 10 years, the overall survival of patients in this group was 82 %, which is con-
sidered a statistically unfavorable group for breast cancer (stages T1–2, N0).
Conclusion. Our findings suggest high accuracy of our method of breast cancer prognosis based on the quantitative 
assessment of CD4+ T-lymphocytes in tumor stromal cells. It can be used for breast cancer prognosis in early stages 
(т1–2, N0).

Keywords: breast cancer prognosis, prognostic parameter, tumor-infiltrating lymphocytes, immunocompetent cells, 
CD4+-T-lymphocytes
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Введение
В настоящее время известно, что биологическое 

поведение злокачественной опухоли, которое харак-
теризует скорость ее роста, способность к инвазии 
и распространению, зависит от многих факторов, свя-
занных как с ее особенностями, так и с эффективно-
стью или неэффективностью системных защитных 
механизмов, среди которых важное место занимают 
иммунные.

Актуальной задачей онкологии остается поиск но-
вых подходов к прогнозированию течения заболевания 
с использованием параметров, учитывающих качест-
венный и количественный состав иммунокомпетент-
ных клеток, в частности различных видов Т-лимфо-
цитов и их субпопуляций.

Лейкоциты, инфильтрирующие опухоль, детально 
изучены при различных злокачественных новообра-
зованиях. Фактически они представляют собой гете-
рогенную популяцию клеток (CD8-, CD4-, B-, NK-кле-
ток, макрофагов и пр.), которые могут как подавлять 
прогрессирование опухоли, так и способствовать ее 
прогрессированию [1].

Лимфоцитарная инфильтрация наиболее характер-
на для HER2-положительного и трижды негативного 
рака молочной железы (РМЖ). Выделяют внутриопу-
холевую и стромальную лимфоцитарную инфильтрацию 
[2]. Ряд фактов свидетельствует о значимой взаимосвя-
зи лимфоцитов, инфильтрирующих опухоль (особенно 
стромальных), со снижением риска рецидива заболе-

вания и смертности как при HER2-положительном [3], 
так и при трижды негативном РМЖ [2].

Связь количества и плотности инфильтрирующих 
опухоль лимфоцитов с выживаемостью и риском ре-
цидива заболевания продемонстрирована во многих 
исследованиях (см., например, [4–6]).

Т-лимфоциты, в том числе CD4+ (регуляторные), 
являются одними из ключевых участников клеточно-
го звена иммунитета у больных РМЖ, их прогности-
ческая и предиктивная значимость установлена в це-
лом ряде исследований [7–13].

Международная рабочая группа по изучению ин-
фильтрирующих опухоль лимфоцитов выпустила ре-
комендации по их оценке при РМЖ [1]. Согласно 
данным рекомендациям для оценки плотности ин-
фильтрирующих опухоль лимфоцитов следует изучать 
в первую очередь строму. Стромальные лимфоциты – 
это лимфоциты, располагающиеся в строме между 
опухолевыми клетками и не контактирующие с ними 
непосредственно. Определение стромальных инфиль-
трирующих опухоль лимфоцитов является практиче-
ски более обоснованным в силу их преобладания над 
внутриопухолевыми, относительной легкости подсче-
та, а также ввиду прогностической значимости имен-
но стромальных лимфоцитов [1].

Следует отметить, что индивидуализация лечения 
РМЖ на основе анализа прогностических и / или пре-
диктивных маркеров является важным и активно раз-
вивающимся направлением современной онкологии. 
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Персонализированный подход позволяет повысить 
эффективность терапии, а также снизить затраты 
на оказание медицинской помощи за счет выбора оп-
тимальной схемы лечения. В то же время в практиче-
ском здравоохранении исследования биомаркеров при 
РМЖ до сих пор не получили широкого применения 
из-за высокой стоимости и сложности.

Так, известен способ прогнозирования 5-летней 
выживаемости пациенток с инфильтративным РМЖ 
[14], основанный на определении суммарного балла 
злокачественности, учитывающего в том числе степень 
лимфогистиоцитарной инфильтрации по периферии 
опухолевого узла (в зоне инвазивного роста), о которой 
судят по количеству лимфоцитов в указанной области. 
Суммарный балл злокачественности определяют путем 
простого суммирования оцененных в баллах значений 
6 микроморфологических параметров: степени диф-
ференцировки, клеточного полиморфизма, митоти-
ческой активности опухолевых клеток, характера ин-
вазивного роста, степени лимфогистиоцитарной 
инфильтрации, наличия опухолевых эмболов в сосудах 
стромы. При значении суммарного балла ≤14 прогно-
зируют благоприятный исход заболевания с 95 % ве-
роятностью, а при значении суммарного балла злока-
чественности ≥15 прогнозируют неблагоприятный 
исход заболевания.

Однако данный способ требует осуществления 
большого количества разноплановых микроскопи-
ческих исследований, что обусловливает его слож-
ность.

Еще один способ прогнозирования РМЖ [15] 
включает анализ количества инфильтрирующих опу-
холь T-лимфоцитов на основе статуса метилирования 
по меньшей мере 1 позиции CpG в 1 или нескольких 
генах для CD3γ, -δ, и -ε в образце опухоли, полученном 
от пациента. При этом большое количество инфильт-
рирующих опухоль T-лимфоцитов указывает на более 
низкую выживаемость у пациентов с РМЖ.

Способ является очень сложным и дорогостоящим, 
поскольку основан на осуществлении микроскопиче-
ских генетических исследований, включающих боль-
шое количество манипуляций с биочипами, получен-
ными из гистологического препарата, изготовленного 
из ткани опухоли. Кроме того, при данном способе 
не используется четкий количественный прогности-
ческий показатель, что снижает точность прогноза.

Таким образом, в настоящее время актуальным 
остается поиск более простых в исполнении и недо-
рогостоящих способов прогнозирования РМЖ.

Нами предложен способ определения прогноза 
РМЖ с использованием нового критерия, основанно-
го на количественной оценке субпопуляции СD4+-Т-
лимфоцитов в строме опухоли.

Цель исследования – оценить прогностические 
возможности CD4+ при РМЖ Т1–2N0M0.

Материалы и методы
Осуществляли количественную оценку СD4+-Т-

лимфоцитов в стромальных клетках опухоли и опре-
деляли прогностический параметр в соответствии 
с разработанным нами способом (патент № 2697709С1 
от 19.08.2019 [16]) у 394 пациентов с диагнозом ин-
фильтративного РМЖ. Выживаемость пациентов в ана-
лизируемой группе оценена на протяжении периода 
10 лет.

В работе был использован архивный материал 
из парафиновых блоков «таргетной группы» для мето-
дик молекулярно-генетического профилирования 
(T1–2N0M0, всего 1118 больных, 2000–2009 гг.). После 
сканирования стандартного окрашенного гематокси-
лином и эозином гистологического препарата и раз-
метки зон интереса, включавших опухоль в централь-
ной и периферической зонах, были сформированы 
соответствующие гистологическим препаратам блоки-
доноры, залиты в блоки-реципиенты, и сформирова-
ны тканевые матрицы. Затем для идентификации 
CD4+-Т-лимфоцитов проводилось иммуногистохими-
ческое (ИГХ) исследование препаратов, полученных 
с ТМА (тканевые матрицы) кроличьими моноклональ-
ными антителами к CD4 (клон SP35, CONFIRM Ven-
tana).

Полученные гистологические и ИГХ-препараты 
повторно сканировали с помощью системы Panoramic 
250 (3DHISTECH, Венгрия) (https://www.3dhistech.com), 
совмещали различные ИГХ-окраски с помощью про-
граммного пакета TMA-module (3DHISTECH) и про-
водили подсчет клеточной плотности в опухолевом 
и стромальном компонентах с помощью программно-
го модуля CellQuant (3DHISTECH) в препаратах, окра-
шенных гематоксилином и эозином и CD4. Получен-
ные значения: общее число клеток, общее число клеток 
с пересчетом на единицу площади (1 мм2), число стро-
мальных и опухолевых клеток отдельно с пересчетом 
на единицу площади и доля CD4-окрашенных клеток 
в процентах. Эти данные вносили в таблицу для ста-
тистической обработки.

В итоге для дальнейших расчетов использовали 
данные, полученные в результате приведенного к 1 мм2 
числа стромальных клеток (по окрашенному гематокси-
лином и эозином препарату), так называемую клеточную 
плотность на расчетное число CD4+-окрашенных кле-
ток (клеточная площадь × доля СD4+-клеток в про-
центах).

Полученное отношение используют для прогно-
стической оценки исхода РМЖ: при его значении 
≤50 % прогноз оценивают как благоприятный (при 
котором выживаемость пациента составляет 10 и бо-
лее лет).

Следует отметить, что вышеуказанный критерий 
был установлен на основании статистической обра-
ботки результатов микроскопического исследования 
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гистологических препаратов, и предлагаемый критерий 
применим для всех подтипов РМЖ [17].

Реализация данного способа исследования CD4+-
Т-лимфоцитов основана на использовании автомати-
зированных приемов обработки и анализа цифровых 
изображений гистологических препаратов с помощью 
компьютерных программ. При этом не требуется осу-
ществления сложных трудоемких манипуляций с ис-
следуемым материалом и применения дорогостоящих 
препаратов и специального оборудования. Процедура 
определения прогностического параметра является 
практически оператор-независимой, что повышает 
точность и объективность способа.

Гистологические и иммуногистохимические ис-
следования были проведены в лаборатории ФГБУ 
«НМИЦ онкологии им. Н. Н. Петрова» Минздрава 
России. Статистическая обработка данных осуществ-
лялась c помощью пакетов прикладных программ 
Statistica 10 и SAS JMP 11.

Результаты
У 296 (75 %) из 394 наблюдаемых больных содер-

жание CD4+-Т-лимфоцитов в стромальных клетках 
опухоли составляло ≤50 %. За 10 лет общая выживае-
мость больных в данной группе составила 93 %, что 
при РМЖ (стадии Т1–2, N0) считается статистически 
благоприятной группой.

У 98 (25 %) из 394 наблюдаемых больных указанное 
содержание CD4+-Т-лимфоцитов составляло ˃50 %. 
За 10 лет общая выживаемость больных в данной груп-
пе составила 82 %, что при РМЖ (стадии Т1–2, N0) 
считается статистически неблагоприятной группой.

Данные результаты свидетельствуют о высокой 
достоверности прогноза РМЖ, определенного на ос-
новании количественной оценки CD4+-Т-лимфоцитов 
в стромальных клетках опухоли.

Заключение
В настоящее время актуальным остается поиск 

более простых в исполнении способов прогноза РМЖ, 
в том числе с использованием параметров, учитываю-
щих качественный и количественный состав иммуно-
компетентных клеток.

Нами предложен способ прогнозирования РМЖ 
с использованием нового критерия, основанного 
на количественной оценке субпопуляции СD4+-Т-
лимфоцитов в строме опухоли, и оценены его прогно-
стические возможности при РМЖ стадий Т1–2N0M0. 
Данный способ предполагает проведение микроско-
пического исследования гистологического препарата 
из опухоли пациента, в ходе которого идентифициру-
ют инфильтрирующие опухоль СD4+-Т-лимфоциты, 
оценивают их количество и используют полученные 
данные для прогностической оценки. Реализация это-
го способа прогноза основана на использовании авто-
матизированных приемов обработки и анализа циф-
ровых изображений исследуемых гистологических 
препаратов с помощью компьютерных программ, 
процедура определения прогностического параметра 
является практически оператор-независимой, что по-
вышает точность и объективность способа.

Результаты наблюдения за пациентами с диагнозом 
инфильтративного РМЖ (n = 394) позволяют сделать 
вывод о высокой достоверности прогноза РМЖ, опре-
деленного на основании количественной оценки 
CD4+-Т-лимфоцитов в стромальных клетках опухоли. 
Разработанный способ может быть использован для 
прогнозирования РМЖ на ранних стадиях заболе-
вания (Т1–2, N0).

Таким образом, использование предложенного 
прогностического параметра решает проблему упро-
щения и удешевления способа прогнозирования РМЖ 
при обеспечении высокой достоверности прогноза.
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