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Аннотация
Обоснование. Химиоиммунотерапия комбинацией атезолизумаба и наб-паклитаксела демонстрирует клиническую пользу в течение 12 мес 
лишь у 45,8% больных прогрессирующим трижды негативным раком молочной железы (ТНРМЖ) с экспрессией PD-L1. Это подчеркивает 
актуальность поиска маркеров-предикторов высокой чувствительности к иммунотерапии. Поскольку механизмы действия атезолизумаба 
вовлекают местную иммунную систему, то важным может оказаться ее состояние до назначения терапии.
Цель. Оценить предикторную значимость иммунологических параметров опухолевого микроокружения у больных метастатическим ТНРМЖ, 
получающих терапию атезолизумабом в комбинации с наб-паклитакселом.
Материалы и методы. В исследование включены 11 больных метастатическим ТНРМЖ, получивших лечение атезолизумабом в комбинации 
с наб-паклитакселом. У 5 пациентов наблюдался длительный ответ (период клинической эффективности >6 мес), а у 6 – короткий (период 
клинической эффективности �6 мес). Параметры опухолевого микроокружения (доли иммунных клеток в микроокружении и экспрессия 
ими PD-L1 и PD-1) анализировались с помощью TSA-ассоциированной мультиплексной иммунофлуоресценции (Tyramide Signal Amplification) 
с использованием системы анализа тканей Vectra® 3.0 и программного обеспечения InForm® (Akoya Bio, США).
Результаты. Показано, что количество CD163+-макрофагов ниже 6,475% всех клеток стромы опухоли ассоциировано с длительной клиниче-
ской эффективностью атезолизумаба в комбинации с наб-паклитакселом у пациентов с метастатическим ТНРМЖ.
Заключение. Доля CD163+-макрофагов в строме опухоли может являться предиктором эффективности терапии атезолизумабом в комбина-
ции с наб-паклитакселом у пациентов с метастатическим ТНРМЖ.
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Введение
Иммунотерапия, направленная на блокирование взаимо-

действия белка PD-L1 (Programmed cell Death Ligand-1) и ре-
цептора PD-1 (Programmed cell Death-1), в настоящее время 
широко используется в терапии различных злокачественных 
новообразований, в том числе и при прогрессирующей фор-
ме трижды негативного рака молочной железы (ТНРМЖ). 
Показано, что атезолизумаб (анти-PD-L1 антитело) в соче-
тании с наб-паклитакселом увеличивает выживаемость без 
прогрессирования среди пациентов с ТНРМЖ [1]. Однако, 
как показал реальный клинический опыт использования дан-
ной опции, частота объективного ответа составляет 42,3% 

(95% доверительный интервал – ДИ 28,9–55,7), а клиниче-
ская польза через 12 мес подтверждается только у 45,8% боль-
ных [2]. У остальных пациентов данная терапия не позволяет 
длительно контролировать заболевание. Это указывает на не-
совершенство существующей сопроводительной диагностики 
при проведении иммунотерапии и означает, что определения 
экспрессии PD-L1 недостаточно для прогнозирования эффек-
та иммунотерапии. Нужно отметить, что при определении  
PD-L1-статуса у пациентов с ТНРМЖ учитывается экспрес-
сия PD-L1 не на опухолевых клетках, а в иммунных клет-
ках, инфильтрирующих опухоль. Это подтверждает дру-
гие свидетельства того, что именно состав опухолевого 
микроокружения может существенно определять эффект 
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Abstract
Background. Chemoimmunotherapy with the combination of atezolizumab and nab-paclitaxel demonstrates clinical benefit at 12 months in only 
45.8% of patients with metastatic triple-negative PD-L1-expressing breast cancer. This emphasizes the relevance of finding predictor markers of 
high sensitivity to immunotherapy. Since atezolizumab acts through the local immune system, assessing its status prior to therapy administration 
may be crucial.
Aim. The objective of this study was to evaluate the predictor significance of immunological parameters of tumour microenvironment in patients with 
metastatic triple-negative cancer receiving therapy with atezolizumab in combination with nab-paclitaxel.
Materials and methods. Eleven patients with metastatic triple-negative breast cancer, who received atezolizumab in combination with nab-pacli-
taxel, were included in the study. Among them, five patients exhibited a durable response (progression-free survival >6 months), while six patients 
had a short response (progression-free survival ≤6 months). Tumour microenvironment parameters (the proportion of immune cells in the microen-
vironment and their expression of PD-L1 and PD-1) were analyzed by TSA-associated multiplex immunofluorescence (Tyramide Signal Amplification) 
using the Vectra® 3.0 tissue analysis system and InForm® software (Akoya Bio, USA).
Results. The study revealed that CD163+-macrophage counts below 6.475% of all tumor stromal cells were associated with long-term efficacy of 
atezolizumab in combination with nab-paclitaxel in patients with metastatic triple-negative cancer.
Conclusion. The number of CD163+-macrophages in the tumor stroma could potentially serve as a marker for predicting the efficacy of atezolizumab 
in combination with nab-paclitaxel in patients with metastatic triple-negative cancer.
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иммунотерапии при ТНРМЖ [3]. ТНРМЖ называют высо-
коиммуногенным по сравнению с другими молекулярно-био-
логическими подтипами РМЖ. Метаанализ прогностиче-
ского значения опухоль-инфильтрирующих лимфоцитов 
(ОИЛ) при ТНРМЖ показал, что их высокий уровень значи-
тельно ассоциируется с лучшей выживаемостью. Тогда ав-
торы пришли к выводу, что статус ОИЛ следует рассматри-
вать как сильный прогностический фактор для этого подтипа 
РМЖ [4]. Но если рассмотреть клеточный состав микроо-
кружения ТНРМЖ более подробно, то оказывается, что он 
включает различные популяции иммунных клеток (CD8+-
цитотоксические Т-клетки, Т-хелперы, регуляторные Т-клетки, 
М1-макрофаги, М2-макрофаги, миелоидные клетки-супрес-
соры, дендритные клетки, В-лимфоциты и др.), среди кото-
рых одни проявляют противоопухолевые свойства, а другие  
проопухолевые [5].

Цель исследования – оценить предикторную значимость 
иммунологических параметров опухолевого микроокруже-
ния у больных метастатическим ТНРМЖ, получающих те-
рапию атезолизумабом в комбинации с наб-паклитакселом.

Материалы и методы
В ретроспективное многоцентровое обсервационное ассо-

циативное исследование после согласования с локальным эти-
ческим комитетом ФГБНУ «Томский НИМЦ» (протокол №7 
от 25.08.2020) при письменном согласии пациентов (п. 3, ст. 13 
Федерального закона Российской Федерации №323-Ф3 от  
21 ноября 2011 г.) включены 11 пациентов, проходивших ле-
чение в НИИ онкологии Томского НИМЦ, КГБУЗ АКОД, 
ГБУЗ «Сахоблонкодиспансер». Критериями включения паци-
ентов в исследование являлись возраст старше 18 лет, гисто-
логическое подтверждение инвазивной карциномы молочной 
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железы неспецифического типа, трижды негативный молеку-
лярно-биологический подтип, предшествующая терапия ате-
золизумабом в комбинации с наб-паклитакселом по стандарт-
ным схемам. Срок наблюдения за пациентами составил 24 мес. 
Сформированы 2 группы: пациенты с длительным ответом 
(ДО) на терапию атезолизумабом в комбинации с наб-пакли-
такселом (период клинической эффективности >6 мес с мо-
мента начала терапии, n=5) и с коротким ответом (КО) на те-
рапию атезолизумабом в комбинации с наб-паклитакселом 
(период клинической эффективности ≤6 мес с момента на-
чала терапии, n=6). Оценены клинико-патологические ха-
рактеристики пациентов, включая возраст, степень злокаче-
ственности, стадию.

Гистологическая оценка. PD-L1-статус каждой включенной 
в исследование пациентки определен с помощью иммуноги-
стохимического анализа с использованием иммуностейнера 
BenchMark Ultra (Roche, США). Результат анализа оценивал-
ся в соответствии с рекомендациями по интерпретации те-
ста VENTANA PD-L1 (SP142).

TSA-ассоциированное мультиплексное иммунофлуо- 
ресцентное исследование. Фенотипирование иммун-
ных клеток в опухолевом микроокружении, а также оцен-
ку экспрессии белков PD-1 и PD-L1 выполнили с помощью 
TSA-модифицированного мультиплексного иммунофлуо-
ресцентного анализа. Окрашивание фиксированных в фор-
малине и залитых в парафин срезов опухолевой ткани про-
водили с помощью иммуностейнера BondRXm (Leica, США). 
Использовали антитела против CD8 (Ventana, SP57), про-
тив PD-1 (Cell Marque, NAT105), против CD20 (Leica, L26), 

против CD163 (Diagnostic BioSystems, 10D6), против PD-L1 
(Ventana, SP142), против FoxP3 (Invitrogen, 236A/E7). Для ви-
зуализации использовали систему Opal 7-color Kit (Akoya 
Biosciences, США). Автоматизированную систему анали-
за тканей Vectra® 3.0 (Akoya Biosciences, США) использова-
ли для получения изображений. Анализ изображений про-
водили в специализированном программном обеспечении 
inForm® (Akoya Biosciences, США), позволяющем на основе 
машинного обучения выполнять автоматизированное вы-
деление областей интереса, сегментацию клеток, феноти-
пирование и оценку количества клеток по заданным мар-
керам. Из анализа исключались области с артифициальным 
окрашиванием, недостаточным качеством и зоны некроза. 
Исходя из панели используемых маркеров, в опухолевом ми-
кроокружении идентифицированы CD8+-цитотоксические 
лимфоциты, CD20+-В-лимфоциты, CD163+-макрофаги 
и FoxP3+ Т-регуляторные лимфоциты (рис. 1). Доля клеток 
рассчитывалась в процентах от числа всех клеток стромы  
опухоли.

Статистический анализ выполняли с помощью про-
граммного обеспечения Prism 10 (GraphPad). Дизайн иссле-
дования, включая объем выборки, создан для получения 
предварительной информации и не позволяет с высокой на-
дежностью выявить ошибки первого рода и провести анализ 
с высокой мощностью. В этой связи, чтобы избежать искаже-
ния результатов, мы провели проверку выборки на выбросы 
и использовали непараметрические критерии для проверки 
гипотезы. Статистические сравнения проводили с использо-
ванием критерия Манна–Уитни для независимых непараме-
трических переменных, а также с помощью точного крите-
рия Фишера для категориальных переменных. ROC-анализ 
использован для оценки прогностической эффективности 
признака. Рассчитывались площадь под кривой, ДИ, а также 
значения чувствительности и специфичности для определе-
ния точности критерия. Кривые Каплана–Мейера построе-
ны для оценки выживаемости c помощью Log-rank-критерия. 
Все критерии были двусторонними, а значения p<0,05 счи-
тались достоверными.

Результаты
Сформированные когорты пациентов с короткой и дли-

тельной продолжительностью клинической эффективности 
терапии атезолизумабом в комбинации с наб-паклитакселом 
сопоставимы по клиническим характеристикам и патологи-
ческим параметрам опухоли (табл. 1).

Поскольку точкой приложения иммунотерапии является 
ось PD-L1/PD-1, в исследовании определена доля клеток опу-
холевого микроокружения, которые экспрессируют белки  
PD-L1 и PD-1, и сравнена в группах пациентов с ДО и КО на 
терапию атезолизумабом в комбинации с наб-паклитакселом. 
Различий в доле иммунных клеток стромы, экспрессирую-
щих PD-L1 и PD-1, в зависимости от эффекта химиоиммуно-
терапии (ХИТ) не обнаружено. PD-L1: ДО против КО – 4,46  
(2,28–8,12)% и 4,61 (2,37–11,73)%; p=0,9805; PD-1: ДО против 
КО – 2,33 (0,07–4,85)% и 5,48 (2,12–9,80)%; p=0,3290 (рис. 2).

Рис. 1. CD8+-цитотоксические лимфоциты (зеленая стрелка),  
CD20+-В-лимфоциты (желтая стрелка), CD163+-макрофаги (красная стрелка) 
и FoxP3+ Т-регуляторные лимфоциты (розовая стрелка) в ткани РМЖ.  
TSA-ассоциированная мультиплексная иммунофлуоресценция, ×100.
Fig. 1. CD8+ cytotoxic lymphocytes (green arrow), CD20+ B lymphocytes 
(yellow arrow), CD163+ macrophages (red arrow) and FoxP3+ regulatory T (Treg) 
lymphocytes (pink arrow) in breast cancer tissue. TSA-associated multiplex 
immunofluorescence, ×100.

Таблица 1. Характеристика пациентов с ТНРМЖ (n=11)
Table 1. Characteristics of patients with triple-negative breast cancer (n=11)

Показатель ДО (n=5) КО (n=6) p

Возраст, лет 48,60±11,6 47,20±15,3 0,8748

Неоадъювантная ХТ, абс. (%) 4 (80,0) 5 (83,3) 0,9999

Степень 
злокачественности, 
абс. (%)

2-я 4 (80,0) 4 (66,7)
0,5758

3-я 1 (20,0) 3 (50,0)

Стадия, абс. (%)

I 1 (20,0) 1 (16,7)

0,8108

IIB 2 (40,0) 1 (16,7)

IIIB 0 (0,0) 1 (16,7)

IIIC 1 (20,0) 2 (33,3)

IV 1 (20,0) 1 (16,7)
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Оценка частоты встречаемости изучаемых клеток показала, 
что CD8+-лимфоциты, CD163+-макрофаги и Т-регуляторные 
лимфоциты обнаруживались в опухолевом микроокруже-
нии 100% пациенток независимо от длительности клини-
ческой эффективности терапии. Частота встречаемости 
В-лимфоцитов не различалась в группах пациентов с различ-
ной длительностью ответа на терапию атезолизумабом в ком-
бинации с наб-паклитакселом: у 100% (5/5) пациентов с ДО 
и у 83,3% (5/6) пациентов с КО; р=1,000. Сравнение количества 
CD8+-лимфоцитов, В-лимфоцитов и Т-регуляторных лим-
фоцитов показало, что в опухолевом микроокружении доля 
указанных клеток не ассоциирована с длительностью ответа 
на терапию атезолизумабом в комбинации с наб-паклитаксе-
лом. CD8+-Т-лимфоциты: ДО против КО – 2,29 (1,32–10,87)%  
и 10,59 (3,52–15,87)%; p=0,3290; CD20+-В-лимфоциты: ДО про-
тив КО – 1,14 (0,45–5,47)% и 2,05 (0,64–4,07)%; p=0,9307;  
FoxP3+ Т-лимфоциты: ДО против КО – 1,41 (0,93–4,68)% 
и 4,28 (2,24–5,08)%; p=0,2468 (рис. 3).

В то же время обнаружено, что доля CD163+-макрофагов 
выше у пациентов с КО на терапию атезолизумабом в ком-
бинации с наб-паклитакселом: 11,45 (9,61–17,26)% у пациен-
тов с КО против 5,28 (3,21–6,47)% у пациентов с ДО; р=0,0043 
(см. рис. 3).

Поскольку экспрессия PD-L1 и PD-1 на иммунных клетках 
отражает активированное состояние последних, мы прове-
ли сравнение долей всех изучаемых клеточных популяций 
с учетом экспрессии на них белков PD-L1 и PD-1 у пациентов 
в зависимости от длительности клинической эффективно-
сти терапии атезолизумабом в комбинации с наб-паклитак-
селом. Показано, что количество всех рассмотренных попу-
ляций иммунных клеток с учетом экспрессии на них PD-L1 
и PD-1 не различалось в когортах пациентов с ДО и КО на 
ХИТ; p<0,05 (рис. 4).

Таким образом, только доля CD163+-макрофагов в опу-
холевом микроокружении являлась ассоциированной 
с длительностью ответа на ХИТ больных метастатическим 
ТНРМЖ. Для оценки предиктивной ценности обнаруженно-
го параметра и определения порогового значения проведен  
ROC-анализ (рис. 5).

Площадь под кривой составила 1,00 (95% ДИ 1,00–1,00; 
р=0,0062), а пороговое значение эффективности предсказа-
тельного маркера (доля CD163+-макрофагов в клетках стро-
мы, измеряемая в %) равнялось 6,475%. Чувствительность 
и специфичность предиктивного критерия составили 100%. 
В случаях, когда в опухолевом микроокружении доля CD163+-
макрофагов была выше 6,475%, не наблюдался ДО на терапию 
атезолизумабом и наб-паклитакселом (0%, 0/6), в то время как 
у пациентов, у которых значение данного параметра было 
ниже 6,475%, отмечался ДО (100%, 5/5; р=0,0022).

Обсуждение
Применение ингибиторов иммунных контрольных точек 

является перспективным и многообещающим методом тера-
пии злокачественных новообразований, в том числе ТНРМЖ. 
Единственным показанием для назначения данной терапев-
тической опции у пациентов с ТНРМЖ остается экспрессия 
PD-L1 (инфильтрирующие клетки IC>1%). Однако доля кле-
ток, экспрессирующих PD-L1, не имеет значимости для полу-
чения дополнительной выгоды от лечения, что подтвержда-
лось косвенно и в исследовании отсутствием различий в доле 
PD-L1-положительных иммунных клеток в микроокружении 
опухоли больных с КО и ДО на ХИТ. Несмотря на доказанное 
преимущество ХИТ, контроль заболевания составляет 51,5% 
(95% ДИ 33,5–69,2), при медиане выживаемости без прогрес-
сирования 5,5 мес (95% ДИ 5,1–7,7) [6]. Выбранный нами под-
ход к определению длительности ответа основывался на вы-
живаемости без прогрессии (с пороговым значением 6 мес) 
и показал, что 54,5% пациентов имели КО на проводимую 
ХИТ, независимо от клинико-патологических характеристик.

Известно, что макрофаги в микроокружении опухоли мо-
гут занимать до 50% общего числа всех иммунных клеток. 
В проведенной ранее работе, посвященной сравнению состава 

опухолевого микроокружения в зависимости от статуса экс-
прессии белка PD-L1, нами показано, что отсутствие транс-
криптомных сигнатур иммунного ответа (ИО) против опухо-
ли, преобладание проопухолевого микроокружения и редкие 
контакты между PD-L1-позитивными и PD1-позитивными 
клетками могут быть потенциальными причинами отсут-
ствия эффекта иммунотерапии у пациенток с ТНРМЖ [7]. 
Данные, полученные сейчас, доказывают выдвинутую гипо-
тезу. Меньшая доля CD163+-макрофагов в микроокружении 
являлась предикторным маркером ДО на терапию атезолизу- 
мабом в комбинации с наб-паклитакселом у больных мета-
статическим ТНРМЖ с позитивным PD-L1-статусом. Нужно 
отметить, что предикторная ценность CD163+-макрофагов 
при иммунотерапии ранее продемонстрирована в исследо-
вании M. Larroquette и соавт. у больных немелкоклеточным 
раком легкого [8].

Макрофаги, экспрессирующие scavenger-рецептор CD163, 
способны ингибировать опосредованный Т-клетками про-
тивоопухолевый ИО и содействовать росту и метастазиро-
ванию опухоли [9]. Согласно данным H. Xiong и соавт., при-
менение ингибитора PD-L1 благоприятно влияет на фенотип 
и функцию макрофагов в опухоли, поляризуя их в сторону 
более провоспалительного М1-фенотипа [10]. Более того, уже 
обсуждаются подходы к преодолению резистентности к ан-
ти-PD-1/PD-L1-иммунотерапии путем индуцирования ре-
поляризации M2-макрофагов в M1-макрофаги [11]. Однако 
согласно другим данным поляризованные М2-макрофаги 
в микроокружении опухоли трудно поддаются реполяриза-
ции с помощью иммунотерапии в случае прогрессирующей 
глиомы и связаны с резистентностью к терапии [12].
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Рис. 2. Доля иммунных клеток в строме опухоли, экспрессирующих PD-L1 
и PD-1, у пациентов с ДО и КО на терапию атезолизумабом в комбинации 
с наб-паклитакселом.
Fig. 2. The proportion of immune cells in the tumor stroma expressing PD-L1 and 
PD-1 in patients with long and short response to therapy with atezolizumab in 
combination with nab-paclitaxel.
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Показанное нами отсутствие различий в количестве субпо-
пуляций адаптивных лимфоцитов, таких как CD8+-цито- 
токсические лимфоциты, В-лимфоциты и Т-регуляторные 
лимфоциты, подчеркивает незначимость антиген-специфиче-
ских иммунных реакций в определении эффекта иммунотера-
пии. Между тем в настоящее время преобладают представле-
ния о том, что эффект ингибиторов иммунных контрольных 
точек реализуется за счет восстановления цитотоксической 
активности иммунных клеток. Считается, что комбинация 
с химиотерапией (ХТ) может быть синергетической за счет 
воздействия на различные звенья местного ИО в опухоли [12]. 
ХТ  может привести к высвобождению иммуногенных опухо-
левых антигенов, может повысить антигенность опухолевых 
клеток путем увеличения экспрессии комплекса гистосовме-
стимости de novo, увеличить экспрессию PD-L1 на опухоле-
вых клетках, а также увеличить плотность CD8+-ОИЛ [13].  
В этом ключе интересны более поздние данные, показы-
вающие, что добавление наб-паклитаксела к схеме тера-
пии пембролизумабом не изменяло уровня экспрессии  
PD-L1, количества ОИЛ, плотности CD8+-цитотоксических 
Т-лимфоцитов, а также их системного количества [5]. И хотя 
мы не обнаружили различия в проявлениях специфических 
иммунных реакций, подавление ингибиторной функции 
CD163+-макрофагов могло повышать эффективность противо-
опухолевых эффектов несмотря на отсутствие количественной  
разницы.

Полученные результаты в целом показывают, что исследо-
вание исходного состава микроокружения опухоли позволяет 
выделить компоненты иммуновоспалительной реакции, ас-
социированные с эффектами ингибиторов иммунных кон-
трольных точек, в частности когда речь идет о терапии атезо-
лизумабом в комбинации с наб-паклитакселом у пациентов 
с метастатическим ТНРМЖ.

Заключение
Исследование показало, что оценка количества CD163+-мак- 

рофагов в опухолевом микроокружении позволяет с чувстви-
тельностью и специфичностью, равными 100%, предсказать 
длительность клинической эффективности терапии атезолиз-
умабом в комбинации с наб-паклитакселом. Исследование по-
зволило выявить возможный простой предиктивный крите-
рий эффективности терапии атезолизумабом в комбинации 
с наб-паклитакселом у больных метастатическим ТНРМЖ. 
Расширенные многоцентровые клинические исследования 
требуются для подтверждения предиктивной ценности об-
наруженного маркера.
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Рис. 4. Количество иммунных клеток стромы, экспрессирующих a – PD-1 и b – PD-L1, в зависимости от длительности ответа на терапию атезолизумабом 
в комбинации с наб-паклитакселом.
Fig. 4. The number of stromal immune cells expressing a – PD-1 and b –  PD-L1, depending on the duration of response to therapy with atezolizumab in combination 
with nab-paclitaxel.

Рис. 5. ROC-анализ значимости 
количества CD163+-макрофагов 
в микроокружении в качестве 
предиктора эффективности терапии 
атезолизумабом в комбинации 
с наб-паклитакселом.
Fig. 5. ROC-analysis of the 
significance of the number 
of CD163+ macrophages in the 
microenvironment as a predictor 
of the effectiveness of therapy with 
atezolizumab in combination with 
nab-paclitaxel.
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