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Исследование проводили на образцах инвазивной карциномы молочной железы неспецифическо-
го типа от 36 больных в возрасте от 48.0 до 62.8 лет. Влияние HLDF на инвазивную карциному мо-
лочной железы неспецифического типа заключалось в снижении относительного содержания низ-
кодифференцированных клеток и в увеличении относительного содержания высокодифференци-
рованных клеток. HLDF не обладал цитотоксическим эффектом, приводящим к гибели
низкодифференцированных клеток, а способствовал приобретению ими более высокой степени
дифференцировки. Более выраженный эффект влияния HLDF наблюдался в более агрессивных
формах неоплазий, дающих метастазы, что позволяет рассматривать данный фактор дифференци-
ровки как кандидата для применения в дифференцировочной терапии злокачественных новообра-
зований.
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Фактор дифференцировки, выделенный из
культуральной среды клеток линии HL-60 (линия
клеток промиелоцитарного лейкоза человека),
получивший название “Human Leukemia Differ-
entiation Factor”, или “HLDF”, представляет со-
бой гликозилированный белок с молекулярной
массой 8.2 кДа, содержащий 54 аминокислотных
остатка [1, 2]. HLDF индуцирует дифференци-
ровку клеток HL-60 в фенотипически зрелые гра-
нулоциты. Этот фактор дифференцировки обна-
руживается в организме человека в норме и при
патологии [3–5].

Известно, что среди опухолевых клеток выде-
ляют низкодифференцированные клетки (НДК),
умереннодифференцированные клетки (УДК) и
высокодифференцированные клетки (ВДК).

Причем злокачественность опухоли напрямую
сопряжена с НДК: чем их больше, тем выше сте-
пень злокачественности [6, 7]. Исходя из сведе-
ний о том, что HLDF индуцирует дифференци-
ровку клеток, было решено изучить возможность
проявления этой его функции при раке молочной
железы человека. Целью исследования являлось
изучение HLDF на инвазивную карциному мо-
лочной железы неспецифического типа.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Материалом исследования служили образцы
опухолей 36 женщин в возрасте от 48.0 до 62.8 лет
с инвазивной карциномой молочной железы не-
специфического типа. От каждой опухоли брали
по два образца объемом 8 мм3, один из которых
помещали в культуральный флакон с 1 мл пита-
тельной среды DMEM-F12, содержащей 20 мкг/мл
HLDF (предоставленного Институтом биоорга-
нической химии им. академиков М.М. Шемяки-
на и Ю.А. Овчинникова РАН) [8], другой, кон-
трольный, – в питательную среду без HLDF.
Больным, образцы опухоли которых использова-
лись в исследовании, до операции не проводили
никакого лечения.
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После инкубации при 37°С в течение 72 ч об-
разцы опухолей извлекали из среды и фиксирова-
ли в 10% растворе формалина. Из залитых в пара-
фин объектов делали серийные срезы толщиной
7 мкм, которые окрашивали гематоксилином
Гаррисона и эозином. Морфометрический ана-
лиз осуществлялся на базе микроскопа Микмед-6,
цифровой камеры DCM510 и программного обес-
печения ImageJ 1.42g (Национальный институт
здоровья, США).

Исследование проводилось двумя независи-
мыми патоморфологами, которые не были ин-
формированы о том, какие образцы опухоли бы-
ли инкубированы с HLDF. Для каждого образца
опухоли морфологические признаки оценивали
по 8 микрофотографиям (площадь каждой –
95578 мкм2), суммарная тестируемая площадь со-
ставила 764624 мкм2. Определение степени диф-
ференцировки клеток проводилось на основании
анализа клеточного и ядерного полиморфизма и
способности клеток к структурообразованию [6, 7].

Статистическую обработку результатов иссле-
дования проводили с использованием программ-
ного пакета для статистической обработки SPSS v
17.0 for Windows. Для сравнения зависимых групп

применяли критерий Вилкоксона. Различия между
значениями сравниваемых параметров расценива-
ли как статистически значимые при р < 0.05. Полу-
ченные в ходе исследования данные представле-
ны как медиана (Me) и интерквартильный размах
(Q1; Q3).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Контрольные образцы опухолей, культивиро-

вание которых осуществлялось без добавления в
среду HLDF, имели типичное для инвазивной
карциномы неспецифического типа строение с
формированием гнезд, кластеров и трабекул,
клетки опухоли были вариабельны по своему
строению (рис. 1а). Сравнительные данные мор-
фометрического анализа образцов опухолей об-
работанных и необработанных HLDF представ-
лены в табл. 1.

При изучении образцов опухолей, культиви-
рование которых осуществлялось с добавлением
в среду HLDF, обращал на себя внимание мень-
ший клеточный и ядерный полиморфизм клеток
опухоли, значительно реже выявлялись клеточ-
ные элементы, ядра которых имели укрупненные
ядрышки (рис. 1б).

Рис 1. Инвазивная карцинома молочной железы неспецифического типа (а) культивирование которой осуществля-
лось без добавления в среду HLDF: типичное строение с формированием гнезд, кластеров и трабекул, выраженный
клеточный и ядерный полиморфизм, среди опухолевых клеток большое количество НДК (стрелками показаны круп-
ные клетки с полиморфными, вариабельными по размеру и форме ядрами с заметными ядрышками); (б) культивиро-
вание которой осуществлялось с добавлением в среду HLDF: типичное строение с формированием гнезд, кластеров и
трабекул, менее выраженный клеточный и ядерный полиморфизм, среди опухолевых клеток значительно меньшее
количество НДК (стрелками показаны мелкие клетки с мономорфными мелкими ядрами с четким контуром и равно-
мерным распределением хроматина). Окраска гематоксилином и эозином, ув. ×400.

10 мкм 10 мкм(a) (б)
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АУТЕНШЛЮС и др.

Добавление HLDF в среду влияло только на
соотношение клеток с различной степенью
дифференцировки, приводя к снижению отно-
сительного содержания НДК и увеличению от-
носительного содержания ВДК. Следовательно,
потенциально возможно применение HLDF в
дифференцировочной терапии рака молочной
железы.

Учитывая, что показатель ядерного полимор-
физма является одним из критериев, определяю-
щих степень злокачественности карциномы на-
ряду со способностью к структурообразованию и
митозами, было решено обратить более присталь-
ное внимание именно на НДК, обладающих бо-
лее выраженными признаками как ядерного по-
лиморфизма, так и нарушения структурообразо-
вания. Был введен индекс влияния – ИВ HLDF
НДК, который равен отношению относительного
содержания НДК в образцах опухоли культиви-
руемой без HLDF, к относительному содержанию
НДК в образцах, культивируемых с HLDF.

Все пациенты были разделены на две группы –
с высокой реакцией на HLDF, заключающейся в
том, что относительное количество НДК умень-
шилось в 1.6 и более раз и – с отсутствием, или
низкой реакцией на HLDF ИВ HLDF НДК менее
чем в 1.6 раза. В группу пациентов с высокой ре-
акцией вошло 28 больных, ИВ HLDF НДК у них
составил 6.06 (3.24; 11.68). В группу пациентов с
низкой реакцией вошло 8 больных, ИВ HLDF
НДК у них был равен 1.11 (0.88; 1.57). Морфомет-
рическая оценка клеточного состава образцов
опухолей, культивированных без добавления
HLDF, показала, что относительное содержание
НДК и ВДК отличается между группами, которые
в дальнейшем характеризовались высокой или
низкой реакцией на HLDF. Так, при высокой ре-
акции клеточный состав опухоли был следую-
щим: НДК – 17.36 (7.59; 23.38), ВДК – 10.13 (6.69;
15.72), а при низкой – НДК – 5.14 (2.36; 8.56),
ВДК – 24.46 (13.85; 36.39), рНДК = 0.004, рВДК =

= 0.015. Следовательно, высокая реакция клеток
опухоли на HLDF связана с более высоким коли-
чеством НДК и с более низким количеством ВДК.

Анализ данных клинического обследования
пациентов этих групп показал, что все 14 пациен-
тов, имеющих метастазы в регионарные лимфа-
тические узлы, относились к группе с высокой
реакцией на HLDF, т.е. образцы наиболее агрес-
сивных опухолей показали более сильную ответ-
ную реакцию на воздействие изучаемого фактора
дифференцировки.

Таким образом, HLDF способствует приобре-
тению НДК более высокой степени дифференци-
ровки. Более выраженный эффект влияния
HLDF наблюдается в более агрессивных формах
неоплазий, дающих метастазы, что позволяет
рассматривать фактор дифференцировки HLDF
как кандидата для применения в дифференциро-
вочной терапии злокачественных новообразова-
ний.
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Таблица 1. Данные морфометрического анализа образцов опухоли пациентов с инвазивной карциномой молоч-
ной железы неспецифического типа

Признак/группа Культивирование
без HLDF n = 36

Культивирование
с HLDF n = 36

Общее количество митозов на 1000 опухолевых клеток 5.7 (3.0; 9.8) 5.3 (2.1; 7.6)
Количество физиологических митозов на 1000 опухолевых клеток 3.9 (2.1; 6,3) 4.2 (1.7; 6.5)
Количество патологических митозов на 1000 опухолевых клеток 2.0 (0.4; 3.7) 0.9 (0.0; 2.7)
Общее количество опухолевых клеток на тестируемой площади 1626.0 (1215.8; 2891.0) 1857.0 (1482.0; 2776.5)

Содержание НДК относительно всех опухолевых клеток, в % 13.7 (5.4; 21.9)
3.2 (1.4; 5.3)

р1–2 = 0.000001
Содержание УДК относительно всех опухолевых клеток, в % 70.0 (64.0; 78.4) 67.6 (60.4; 76.4)
Содержание ВДК относительно всех опухолевых клеток, в % 14.2 (7.2; 20.1) 27.2 (16.9; 36.5)

р1–2 = 0.00027
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INFLUENCE OF DIFFERENTIATION FACTOR HLDF ON NONSPECIFIC 
INVASIVE BREAST CARCINOMA in vitro
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The research was carried out on samples of invasive nonspecific breast carcinoma from 36 patients aged 48.0
to 62.8 years. The effect of HLDF on nonspecific invasive breast carcinoma was a decrease in the relative con-
tent of low- differentiated cells and an increase in the relative content of highly differentiated cells. HLDF did
not have a cytotoxic effect leading to the death of low- differentiated cells, but promoted their acquisition of
a higher degree of differentiation. A more pronounced effect of HLDF influence was observed in more ag-
gressive forms of neoplasia, giving metastases, which allows us to consider this differentiation factor as a can-
didate for use in the differentiation therapy of malignant neoplasms.

Keywords: Human Leukemia Differentiation Factor, HLDF, invasive breast carcinoma of no special type,
differentiation therapy



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (Adobe RGB \0501998\051)
  /CalCMYKProfile (Photoshop 5 Default CMYK)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize false
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness false
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages false
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages false
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages false
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /BleedOffset [
        14.173230
        14.173230
        14.173230
        14.173230
      ]
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /ClipComplexRegions true
        /ConvertStrokesToOutlines false
        /ConvertTextToOutlines false
        /GradientResolution 300
        /LineArtTextResolution 1200
        /PresetName ([High Resolution])
        /PresetSelector /HighResolution
        /RasterVectorBalance 1
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MarksOffset 14.173230
      /MarksWeight 0.250000
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PageMarksFile /RomanDefault
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
    <<
      /AllowImageBreaks true
      /AllowTableBreaks true
      /ExpandPage false
      /HonorBaseURL true
      /HonorRolloverEffect false
      /IgnoreHTMLPageBreaks false
      /IncludeHeaderFooter false
      /MarginOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /MetadataAuthor ()
      /MetadataKeywords ()
      /MetadataSubject ()
      /MetadataTitle ()
      /MetricPageSize [
        0
        0
      ]
      /MetricUnit /inch
      /MobileCompatible 0
      /Namespace [
        (Adobe)
        (GoLive)
        (8.0)
      ]
      /OpenZoomToHTMLFontSize false
      /PageOrientation /Portrait
      /RemoveBackground false
      /ShrinkContent true
      /TreatColorsAs /MainMonitorColors
      /UseEmbeddedProfiles false
      /UseHTMLTitleAsMetadata true
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.000 842.000]
>> setpagedevice


