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РЕЗЮМЕ

Цель. Изучить, насколько функциональные потенции и степень зрелости В-лимфоцитов сопряжены со 
статусом экспрессии PD-L1 опухоли у больных раком молочной железы.

Материалы и методы. В исследование вошли 37 пациентов с морфологически верифицированным ди-
агнозом инвазивной карциномы молочной железы неспецифического типа (ИКНТ). Статус PD-L1 опре-
делялся иммуногистохимически тестом Ventana SP142 (Roche, США). С использованием методов муль-
типлексной проточной цитофлуориметрии и высокопроизводительного секвенирования микроокружения 
были определены субпопуляции В-лимфоцитов, их профиль экспрессии CD27 и PD1 с учетом статуса 
PD-L1 опухоли. 

Результаты. В микроокружении опухоли у пациентов независимо от статуса PD-L1 определяются экс-
прессионные сигнатуры пяти субпопуляций лимфоцитов. Однако у больных с позитивным статусом в 
микроокружении первичной опухоли уровни В-лимфоцитов и В-лимфоцитов с переключаемым классом  
Ig выше по сравнению с пациентами, имеющими негативный статус PD-L1. Оценка количества различ-
ных субпопуляций В-лимфоцитов методом проточной цитофлуориметрии показала, что у больных с PD- 
L1-позитивным статусом опухоли в микроокружении преобладают PD-1-позитивные В-лимфоциты неза-
висимо от степени их зрелости.

Заключение. Результаты исследования показывают преобладание зрелых коммитированных В-лимфоци-
тов и В-лимфоцитов памяти, способных к синтезу иммуноглобулинов разных классов и цитокинов, отно-
сящихся к спектру иммуновоспалительных реакций Th2 типа в микроокружении PD-L1-позитивных опу-
холей. Это может являться неблагоприятным признаком при планировании иммунотерапии анти-PD-L1 
ингибиторами, поскольку с высокой вероятностью ее применение может активировать клетки микроокру-
жения с проопухолевыми потенциями, что в конечном итоге будет способствовать прогрессии карцином.
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ABSTRACT

Aim. To study the association between the functional potency and degree of maturity of B lymphocytes and PD-L1 
expression in breast cancer patients.

Materials and methods. The study included 37 patients with the morphologically verified diagnosis of invasive 
breast cancer of no special type (IBC NST). The PD-L1 status was determined immunohistochemically using 
the Ventana SP142 assay (Roche, USA). Using the multiplex flow cytometry-based assay and high-throughput 
sequencing of the tumor microenvironment, subpopulations of B lymphocytes and their CD27 and PD1 expression 
profiles were determined, taking into account the PD-L1 status.

Results. In the tumor microenvironment, regardless of the PD-L1 status, expression signatures of five lymphocyte 
subpopulations were determined. However, in PD-L1-positive patients, the levels of B lymphocytes and 
immunoglobulin class-switched B lymphocytes were higher compared with PD-L1-negative patients. Evaluation of 
the number of different B lymphocyte subpopulations by flow cytometry showed that PD-1-positive B lymphocytes 
predominated in the tumor microenvironment in PD-L1-positive patients, regardless of the degree of lymphocyte 
maturity.

Conclusion. The results of the study showed predominance of mature committed B lymphocytes and memory B 
lymphocytes capable of synthesizing immunoglobulins of different classes and Th2 cytokines involved in type 2 
immune response in PD-L-positive tumor microenvironment. It suggests that immunotherapy with PD-L1 inhibitors 
is highly likely to activate cells with protumor potential and can ultimately contribute to breast cancer progression.
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ВВЕДЕНИЕ

Прошлое десятилетие было ознаменовано на-
чалом активного применения нового класса имму-
нотерапевтических препаратов – ингибиторов кон-
трольных иммунных точек (ИКИТ), препаратов, 
блокирующих PD-1/PD-L1-зависимый механизм 
супрессии иммуного ответа в опухоли. У врачей 
химиотерапевтов появлялись новые опции, а у па-
циентов – года жизни. Однако результаты анализа 
соотношения показаний к назначению и пользы от 
применения данных препаратов в когорте амери-
канских пациентов ярко продемонстрировали рост 
показаний, но должного роста эффективности не 

отмечалось [1]. Более того, оценка эффективности 
терапии ИКИТ свидетельствует, что продолжитель-
ный ответ действительно отмечается только у части 
пациентов. Другая часть пациентов в лучшем случае 
имеют стабилизацию процесса, в худшем – прогрес-
сию и гиперпрогрессию [2].

Известно, что тип иммуновоспалительной ре-
акции в микроокружении рака молочной железы 
может определять ответ на терапию, течение забо-
левания и прогноз. Однако на сегодняшний день, 
несмотря на многочисленные исследования, нет 
приемлемых предикторов ответа на ИКИТ кро-
ме оценки экспрессии PD-L1 и наличия дефицита 
MMR [3].
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 Роль В-лимфоцитов в опухоли довольно проти-
воречива. Хорошо известно, что В-лимфоциты спо-
собствуют опухолевой прогрессии. Это показано, в 
частности, при раке яичника человека [4]. Будучи 
одним из клеточных элементов иммуновоспали-
тельных реакций Th2 типа, В-лимфоциты являются 
источником соответствующих цитокинов, которые 
снижают противоопухолевый ответ [5]. В-лимфо-
циты, синтезируя трансформирующий фактор роста 
(TGF) β и интерлейкин (IL) 10, могут способство-
вать дифференцировке и рекрутированию T-регу-
ляторных лимфоцитов, вследствие чего в опухоли 
усиливается иммуносупрессорное микроокружение 
и стимулируется метастазирование рака молочной 
железы [6]. Противоопухолевые антитела, синте-
зируемые плазматическими клетками – потомка-
ми В-лимфоцитов, могут активировать макрофаги 
и способствовать инвазивному росту опухоли и  
ангиогенезу [7].

Однако текущие данные свидетельствуют о том, 
что инфильтрирующие опухоль В-клетки являются 
благоприятным прогностическим маркером при раке 
молочной железы [8]. Кроме того, имеются наблю-
дения, свидетельствующие о противоопухолевых 
эффектах субпопуляции В-лимфоцитов с фенотипом 
CD27 клеток памяти. Наличие в микроокружении 
таких клеток вместе с CD8+ Т-лимфоцитами ассо-
циировано с благоприятным прогнозом при раке 
яичников [9]. Известно, что наличие в опухоли 
В-лимфоцитов в составе третичных лимфоидных 
структур связано с более благоприятным течением 
опухолевой болезни [10]. Относительно значения 
экспрессии PD1 на В-лимфоцитах известно, что это 
скорее признак зрелости и меньшей способности к 
пролиферации и переключения класса изотипа анти-
тел [11]. Таким образом, в контексте иммунотерапии 
большое значение имеют проопухолевые или про-
тивоопухолевые функциональные характеристики 
В-лимфоцитов. Важно понять, насколько функцио-
нальные потенции и степень зрелости В-лимфоцитов 
сопряжены со статусом экспрессии PD-L1 и наличи-
ем рецептора PD1.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
В исследование вошли 37 пациентов с морфоло-

гически верифицированным диагнозом инвазивной 
карциномы молочной железы неспецифического 
типа (ИКНТ). Средний возраст составил 52,7 ± 9,3 
лет, проходивших лечение на базе НИИ онкологии 
Томского НИМЦ с эстроген-позитивным (люми-
нальными А и В-1, -2) и трижды негативным под-
типами (T1-3N0-3M0). Пациенты не получали неоадъ-
ювантную химиотерапию до хирургического этапа 

лечения. Свежие образцы первичной опухоли были 
получены в ходе оперативного вмешательства, затем 
хранились при температуре –80 °С. Исследование 
выполнено в соответствии с этическими стандарта-
ми (Хельсинкская декларация Всемирной медицин-
ской ассоциации «Этические принципы проведения 
научных медицинских исследований с участием 
человека» с поправками 2000 г. и «Правила клини-
ческой практики в Российской Федерации», утверж-
денные Приказом Минздрава РФ от 19.06.2003  
№ 266). Все лица подписали информированное со-
гласие на участие в исследовании. Исследование 
одобрено этическим комитетом НИИ онкологии 
Томского НИМЦ (протокол № 7 от 25.08.2020).

Оценка плотности опухоль-инфильтрирующих 
лимфоцитов (tumor-infiltrating lymphocytes,  TILs) 
в первичной опухоли. Плотность TILs в первич-
ной опухоли проводили согласно рекомендациям 
Международной рабочей группы по оценке опу-
холь-инфильтрирующих лимфоцитов [12]. Для 
этого репрезентативный образец опухоли окраши-
вали гематоксилином и эозином в соответствии со 
стандартной операционной процедурой. Далее про-
водили подсчет доли стромы, занимаемой монону-
клеарными лейкоцитами (AxioScopeA1 (Carl Zeiss, 
Германия)). Зоны с артефактами, зоны некроза и вы-
раженного гиалиноза были исключены из оценки. 
Количество выражали в процентах от занимаемой 
площади стромы.

Определение статуса PD-L1. Оценка экспрессии 
PD-L1 проводилась с помощью теста PD-L1 (SP142, 
Ventana) в иммуностейнере BenchMark ULTRA. 
Оценивали окрашивание инфильтрирующих опу-
холь иммунных клеток (IC) – иммунных клеток, 
присутствующих в интратуморальной и прилегаю-
щей перитуморальной строме. В это понятие вклю-
чались лимфоциты, макрофаги, дендритные клетки 
и полиморфно-ядерные лейкоциты. IC оценивали 
как долю области опухоли, которую занимают им-
мунные клетки с окрашиванием PD-L1 любой интен-
сивности. В качестве контроля использовалась ткань 
миндалины человека. Тест считался положительным 
при значении IC ≥ 1%.

Проточная цитофлуориметрия. В качестве ма-
териала исследования использовали свежезаморо-
женные образцы первичной опухоли. Для получения 
суспензии клеток первичной опухоли ее фрагмент 
помещали в Medicon (50 мкм, BD Biosciences) и 
гомогенизировали в 1 мл фосфатно-солевого буфе-
ра (BD Biosciences) в течение 1 мин дважды. Затем 
полученную суспензию фильтровали через сеточ-
ки для разделения клеток (70 мкм, Falcon, Япония). 
Далее клетки дважды отмывали и ресуспендиро-
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вали в 100 мкл Stain buffer (Sony Biotechnology) и 
окрашивали коктейлем моноклональных антител: 
BV570-анти-CD45 (клон HI30, мышиные IgG1, Sony 
Biotechnology, Япония), PerCP/Cy5.5-анти-CD3 
(клон UCHT1, Mouse IgG1, Sony Biotechnology, 
Япония), APC/Cy7-анти-CD20 (клон 2H7, Mouse 
IgG2b, Sony Biotechnology, Япония), BV785-anti-
CD27 (клон O323, Mouse IgG1, Sony Biotechnology, 
Япония), BV510-анти-CD28 (клон CD28.2, Mouse 
IgG1, Sony Biotechnology, Япония), BV605-анти-
CD279 (PD-1) (клон EH12.2H7, Mouse IgG1, Sony 
Biotechnology, Япония), BV421-анти-CD274 (PD-
L1) (клон MIH3, Mouse IgG1, Sony Biotechnology, 
Япония) и AF647-анти-CD326 (EpCAM) (клон 9C4, 
Mouse IgG2b, Sony Biotechnology, Япония). Исполь-
зовали неокрашенный и изотипический контроль. В 
соответствующий изотипический контроль добав-
ляли изотипические антитела в аналогичной кон-
центрации. Анализ проводили на проточном цито-
метре NovoCyte 3000 (ACEA Biosciences, Agilent, 
США). Гейтирование популяций клеток проводили 
на основе определения параметров малого углово-
го светорассеяния (FSC) и бокового светорассеяния 
(SSC). Затем клетки анализировали на наличие флу-
оресценции в режимах Density Plot и Dot Plot. Ко-
личество клеток представляли в виде доли от всех 
лимфоцитов.

Секвенирование микроокружения опухолевых 
клеток первичной опухоли. Были взяты образцы за-
мороженной опухоли восьми пациентов (PD-L1 не-
гативный статус – четыре пациента, PD-L1 позитив-
ный статус – четыре пациента). Готовились срезы 
толщиной семь микрометров на предметные стекла 
PEN-frame (Carl Zeiss, Oberkochen, Германия), пред-
варительно обработанные RNAZap (Thermo Fisher 
Scientific, Waltham, MA, США) и окрашивались гема-
токсилином и эозином. Микродиссекция с лазерным 
захватом (PALM, Carl Zeiss, Oberkochen, Германия) 
использовалась для выделения клеток из микроокру-
жения опухоли. Из каждой опухоли было выделено 
четыре образца прилегающей к опухолевым клеткам 
фрагментов стромы. Всего было собрано 32 образца. 
Выделение РНК проводили с помощью набора Single 
Cell RNA Purification Kit (Norgen, Канада). кДНК- 
библиотеки готовили с помощью набора SMARTER 
Stranded Total RNA-Seq kit v. 2 (Takara, США). Раз-
мер кДНК-библиотек оценивался с помощью набо-
ра HS D1000 ScreenTape и станции автоматического 
гель-электрофореза 2200 Tape Station (Agilent, США) 
и варьировал от 200 до 700 п.н., средний размер пика 
340 п.н. 

Концентрация кДНК-библиотек оценивалась 
с помощью флуориметра Qubit 4.0 (Thermo Fisher 

Scientific, США) и варьировала от 2,5 до 14 нг/мкл 
в зависимости от количества клеток в микродиссек-
тированных образцах. Образцы кДНК-библиотек 
пулировали, денатурировали и секвенировали на 
приборе NextSeq 500 (Illumina, США) в режиме од-
ноконцевого прочтения 75 циклов. Количество кла-
стеров составляло 220 K/мм2 (93% кластеров после 
фильтрации), количество прочтений ~ 12 млн на об-
разец. Биоинформатический анализ включал карти-
рование прочтений (ридов) с помощью программы 
STAR (референс-геномная сборка GRCh38 и анно-
тация GENCODE.R27). Количество ридов в кодиру-
ющих и некодирующих участках генома в каждом 
из образцов оценивалось с помощью инструмента 
featureCounts. Определение типа клеток в микроо-
кружении проводилось с помощью алгоритма xCell 
[13]. Данные секвенирования опубликованы в базе 
GEO (номер GSE184196).

Статистический анализ. Сравнение категори-
альных признаков проводили с помощью точного 
критерия Фишера. Различия независимых количе-
ственных признаков оценивали с помощью крите-
рия Манна – Уитни. Все критерии были двухсто-
ронними и принимались значимыми при уровне  
р < 0,05. Анализ был выполнен в программе 
GraphPad Prizm 9.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Характеристика пациентов. Среди всех вклю-

ченных в исследование пациентов у 54% (20/37) 
опухоль была PD-L1 позитивной, у 46% (17/37) – не-
гативной. Клинико-патологические характеристики 
двух групп пациентов были сопоставимы. Преобла-
дали пациенты старше 50 лет, в состоянии менопау-
зы, c размером опухоли  20–50 мм, стадией процесса 
IIA, 2-й степени злокачественности, люминального 
В-подтипа.

Экспрессионные сигнатуры В-лимфоцитов в ми-
кроокружении РМЖ. xCell анализ позволяет опре-
делить сигнатуры пяти форм В-лимфоцитов. В ми-
кроокружении опухоли у пациентов независимо от 
статуса PD-L1 определялись сигнатуры всех пяти 
субпопуляций лимфоцитов (рис. 1). 

Уровни субпопуляций В-лимфоцитов в преде-
лах групп исследования были не равны (таблица). 
Так, у больных с негативным статусом PD-L1 уро-
вень наивных В-лимфоцитов был меньшее по срав-
нению с уровнем В-лимфоцитов и В-лимфоцитов 
памяти. У больных с позитивным статусом PD-L1 
уровни В-лимфоцитов различались выраженнее. 
Так, преобладающими являлись две субпопуляции: 
В-лимфоциты и В-лимфоциты с переключаемым 
классом Ig.
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Сравнение уровней В-лимфоцитов между груп-
пами пациентов в зависимости от их статуса PD-
L1 позволило обнаружить, что у больных с пози-
тивным статусом в микроокружении первичной 

опухоли уровни В-лимфоцитов и В-лимфоцитов с 
переключаемым классом Ig выше по сравнению с 
пациентами, имеющими негативный статус PD-L1 
(рис. 2).

Рис. 1. Тепловая карта сигнатур субпопуляций В-лимфоцитов в микроокружении первичной опухоли у пациентов с РМЖ, 
Me (Q1–Q3)

Т а б л и ц а 

Количество клеток в микроокружении первичной опухоли больных ИКНТ в зависимости от статуса PD-L1 по данным xCell 
анализа, усл. ед., Me (Q1–Q3)

Тип клеток
Статус PD-L1

р (межгрупповая)
негативный позитивный

Наивные 
В-лимфоциты а

0,0000 (0,0000–0,0001)
р (а–б) = 0,0075
р (а–д) = 0,0323

0,0000 (0,0000–0,0001)
р (а–б) < 0,0001
р (а–в) < 0,0001

0,7876

В-лимфоциты б 0,0092 (0,0000–0,0362)
0,0530 (0,0299–0,0713)

р (б–г) < 0,0001
р (б–д) < 0,0001

0,0001

В-лимфоциты с переключа-
емым классом Ig в 0,0168 (0,0000–0,0482)

0,0388 (0,0107–0,0506)
р (в–г )= 0,0005
р (в–д) < 0,0001

0,0490

Плазматические  клетки г 0,0001 (0,0000–0,0087) 0,0008 (0,0000–0,0159) 0,9170
В-лимфоциты  памяти д 0,0213 (0,0046–0,0310) 0,0000 (0,0000–0,0029) 0,0847

Рис. 2. Уровень субпопуляций В-лимфоци-
тов в группах пациентов с негативным  
и позитивным статусом PD-L1
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Оценка степени зрелости В-лимфоцитов и экс-
прессии PD1. Как и при транскриптомном анализе, 
у всех пациентов в микроокружении первичной опу-

холи мы обнаружили В-лимфоциты. Вариабельность 
определяемого популяционного состава представле-
на на рис. 3. 

Рис. 3. Внутриперсональная гетерогенность субпопуляционного состава В-лимфоцитов в группах пациентов с негативным 
и позитивным статусом PD-L1

Оценка экспрессии CD27 (маркера зрелости лим-
фоцитов) и PD1 (функциональной молекулы – ре-
цептора для PD-L1) показала, что среди В-лимфо-
цитов в ткани первичной опухоли у всех пациентов 
независимо от статуса PD-L1 в первичной опухоли 
не встречаются CD27+PD1- В-лимфоциты. Наибо-
лее редко встречались CD27-PD1- В-лимфоциты  (у 
12,5% (2/16) пациентов обоих групп). 

С сопоставимой частотой при этом в ткани пер-
вичной опухоли обнаруживались CD27+PD1+ и 
CD27-PD1+ В-лимфоциты (81,2% (13/16) и 81,2% 
(13/16),  р > 0,9999). Оценка количества различ-
ных субпопуляций В-лимфоцитов у пациентов в 

зависимости от их статуса PD-L1 показала, что  
у больных с PD-L1-позитивным статусом опухо-
ли в микроокружении преобладали PD-1-позитив-
ные В-лимфоциты независимо от степени зрелости  
(рис. 4).

Количество CD27+PD1+ В-лимфоцитов у па-
циентов с негативным статусом PD-L1 составляло 
0,09 (0,00–0,89) против 1,67 (0,61–3,22)% у пациен-
тов с позитивным статусом (р = 0,0233). Количество 
CD27-PD1+ В-лимфоцитов равнялось 0,05 (0,00–
1,53)% у пациентов с негативным статусом PD-L1 и 
1,41 (0,25–7,23)% у пациентов с позитивным стату-
сом (р = 0,0016).

Рис. 4. Количество В-лимфоцитов с различным сочетанием экспрессии CD27 и PD1 у пациентов в зависимости от статуса 
PD-L1

PD-L1 позитивные
PD-L1 негативные
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ОБСУЖДЕНИЕ

Воспалительная инфильтрация в микроокруже-
нии карцином отражает совокупность иммунных 
реакций врожденного типа и специфических эффек-
торных иммунных реакций множества адаптивных 
иммуногенезов на разнообразные антигены: опу-
холевые, тканевые и антигены патогенов, контами-
нирующих опухолевую ткань. Соотношение этих 
составляющих иммуновоспалительных реакций в 
микроокружении индивидуально в каждом случае. 
В-лимфоциты являются ключевым звеном в анти-
телогенезе, источником цитокинов, относящихся к 
цитокиновому спектру «противовоспалительного» 
(«проопухолевого») иммуногенеза по Th2 типу. Со-
ответственно этому, влияние В-клеточного звена 
иммунного ответа на опухолевые элементы возмож-
но благодаря синтезу специфических к опухолевым 
антигенам антител. При этом эффект зависит от типа 
иммуноглобулинов. Теоретически возможны как ан-
тителозависимые цитотоксические реакции с участи-
ем гранулоцитов и макрофагов, так и «маскировка» 
антигенов опухоли антителами, препятствующая ци-
тотоксическим эффектам CD8+ T-лимфоцитов. Вто-
рой механизм влияния на опухолевые клетки – ци-
токиновый. Причем независимо от специфичности 
В-лимфоцитов к опухолевому или неопухолевому 
антигену активация таких клеток соответствующим 
антигеном вызывает секрецию цитокинов Th2 спек-
тра с эффектами, способствующими прогрессии кар-
цином: эпителиально-мезенхимальному переходу, 
инвазии, ангиогенезу и, в конечном итоге, метаста-
зированию.

Результаты нашего исследования позволили оце-
нить наличие и активность В-лимфоцитов на разных 
стадиях функциональной дифференцировки от наи-
вных В-лимфоцитов, В-лимфоцитов с переключае-
мым классом Ig до В-лимфоцитов памяти. Главные 
результаты исследования: 1) В-лимфоциты экспресси-
руют PD1 и PD-L1, 2) количество дифференцирован-
ных форм В-лимфоцитов зависит от статуса PD-L1. 
Количество В-лимфоцитов с переключаемым классом 
Ig и В-лимфоцитов памяти больше при экспрессии в 
инфильтрате опухоли PD-L1. Причем среди CD27+ 
В-лимфоцитов отсутствуют клетки без экспрессии 
PD1. Эти результаты означают, что активно участву-
ющие в антителогенезе В-лимфоциты (со способно-
стью к переключению с ранних IgM на IgG, IgA или 
IgE иммуноглобулины), а также В-лимфоциты памя-
ти (с потенцией к развитию вторичных иммунных 
реакций на повторно воздействующие антигены), ве-
роятнее, заблокированы через PD1/PD-L1 путь. Этот 
феномен соответствует нормально протекающему 

воспалению, когда наблюдается усиление экспрессии 
PD-L1 на разных клетках в очагах воспаления [5]. Это 
предотвращает неспецифическое повреждение тка-
ней, на территории которых протекают воспалитель-
ные реакции, и обеспечивает избирательную локаль-
ную активацию В-лимфоцитов при блокаде лиганда. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Результаты исследования показывают преобла-

дание зрелых коммитированных В-лимфоцитов и 
В-лимфоцитов памяти, способных к синтезу имму-
ноглобулинов разных классов и цитокинов, относя-
щихся к спектру ИВР Th2 типа в микроокружении 
PD-L1-позитивных опухолей. Это может являться 
неблагоприятным признаком при планировании им-
мунотерапии анти-PD-L1 ингибиторами, поскольку 
с высокой вероятностью ее применение может акти-
вировать клетки микроокружения с проопухолевы-
ми потенциями, что в конечном итоге будет способ-
ствовать прогрессии карцином.
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