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Аннотация

Цель исследования – изучить особенности экспрессии pd-l1 в клетках стромы опухоли, перитумо-
ральных микрососудах и изолированных кластерах опухолевых клеток в ткани рака молочной железы 
(РМЖ) и их корреляции с клинико-морфологическими характеристиками РМЖ. Материал и методы. В 
исследование включено 158 пациенток с впервые выявленным инвазивным РМЖ. Экспрессию pd-l1 
изучали методом иммуногистохимии. Статистическую обработку результатов выполняли с использо-
ванием программы statistica 12.0. Результаты. Установлено, что экспрессия pd-l1 в перитумораль-
ных микрососудах встречалась в 41,4 и 61,7 % случаев, при Т1–2 и Т3–4 соответственно (р=0,020) 
и в 39,8 и 51,7 % случаев, при N0–1 и N2–3 соответственно (р=0,008). В изолированных кластерах 
опухолевых клеток экспрессия маркера наблюдалась при узловой и диффузной форме РМЖ – в 28,0 
и 52,5 % (р=0,005); при i–iib, iiia–iiic и iV стадии – в 25,9, 39,3 и 66,7 % (р=0,011); при Т1, Т2, Т3 и 
Т4 – в 30,3, 26,2, 40,0 и 52,5 % (р=0,040); при N0–1 и N2–3 – в 28,2 и 45,5 % случаев (р=0,030) соот-
ветственно. Также выявлена ядерная экспрессия в стромальных клетках, которая наблюдалась при 
узловой и диффузной форме РМЖ – в 28,8 и 55,0 % (р=0,003); при раннем, местнораспространенном 
и метастатическом РМЖ – в 17,6, 52,5 и 75,0 (р<0,001); при t1, Т2, Т3 и Т4 – в 21,2, 28,7, 80,0 и 55,0 % 
(р=0,002); при N0, N1, N2 и N3 – в 21,7, 35,3, 51,4 и 55,0 % (р=0,005); при негативном и позитивном 
статусе ПР – в 49,0 и 29,0 % (р=0,014); при HeR2-негативном и HeR2-позитивном статусе РМЖ – в 
30,3 и 52,8 % случаев (р=0,014) соответственно. Заключение. Полученные данные свидетельствуют 
о связи pd-l1 экспрессии с факторами прогрессирования РМЖ, и определение экспрессии pd-l1 в 
перитуморальных микрососудах и в изолированных кластерах опухолевых клеток, а также ядерной 
экспрессии маркера может быть использовано для уточнения прогноза заболевания. 

Ключевые слова: рак молочной железы, опухолевая прогрессия, лиганд рецептора программируемой 
клеточный гибели 1 (Pd-L1), ядерная экспрессия Pd-L1, изолированные кластеры опухолевых 
клеток, перитуморальные микрососуды. 

   Евгения Юрьевна Зубарева, tishkova_evgeniy@mail.ru

71СИБИРСКИЙ ОНКОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ. 2023; 22(5): 71–83



72

LABORATORy ANd EXPERIMENTAL STUdIES

siBeRiaN JouRNal oF oNcologY. 2023; 22(5): 71–83

THE FEATURES OF Pd-L1 EXPRESSION IN TUMOR 
STROMAL CELLS, PERITUMORAL MICROVESSELS 

ANd ISOLATEd CLUSTERS OF TUMOR CELLS IN BREAST 
CANCER TISSUE ANd THEIR CORRELATION 

WITH CLINICAL ANd MORPHOLOgICAL CHARACTERISTICS 
OF BREAST CANCER

E.yu. Zubareva1, M.A. Senchukova1,2 T.A. Karmakova3, N.V. Zaitsev1

orenburg Regional clinical oncology center, 11, gagarin ave., orenburg, 460021, Russia1

orenburg state medical university of the ministry of Health of the Russia, 
6, sovetskaya st., orenburg, 460000, Russia2

p.a. Hertsen moscow oncology Research institute – branch of the National medical Research Radiological 
centre of the ministry of Health of the Russia, 3, 2nd Botkinsky drive, moscow, 125284, Russia3

Abstract

Objective: to study the features of pd-l1 expression in tumor stromal cells, peritumoral microvessels, 
and isolated clusters of tumor cells in breast cancer (Bc) tissue and their correlation with the clinical and 
morphological characteristics of Bc. Material and Methods. the study included 158 patients with newly 
diagnosed invasive Bc. pd-l1 expression was studied by immunohistochemistry. statistical analysis was 
performed using statistica 12.0 software. Results. pd-l1 expression in peritumoral microvessels occurred 
in 41.4 and 61.7 % of cases with t1–2 and t3–4 (p=0.020), and in 39.8 and 51.7 % of cases with N0–1 and 
N2–3 (p=0.008), respectively. in isolated clusters of tumor cells, the marker expression was observed in 28.0 
and 52.5 % of cases in nodular and diffuse forms of Bc (p=0.005); in 25.9, 39.3 and 66.7 % of cases at stages 
i–iib, iiia–iiic and iV (p=0.011); in 30.3, 26.2, 40.0 and 52.5 % of cases in t1, t2, t3 and t4 (p=0.040); and 
in 28.2 and 45.5 % of cases in N0–1 and N2–3 (p=0.030), respectively. Nuclear expression of pd-l1 was 
also detected in stromal cells, and was observed in 28.8 and 55.0 % of cases with nodular and diffuse forms 
of Bc (p=0.003), in 17.6, 52.5 and 75.0 % of cases in early, locally advanced and metastatic Bc (p<0.001), 
in 21.2, 28.7, 80.0 and 55.0 % of cases in t1, t2, t3 and t4 (p=0.002), in 21.7, 35.3, 51.4 and 55.0 % of 
cases with N0, N1, N2 and N3 (p=0.005), in 49.0 and 29.0 % of cases with negative and positive status of 
pR (p=0.014), in 30.3  and 52.8 % of cases with HeR2-negative and HeR2-positive Bc status (p=0.014), 
respectively. Conclusion. the data indicate the relationship between pd-l1 expression and Bc progression. 
the determination of pd-l1 expression in peritumoral microvessels and isolated tumor cell clusters, as well 
as nuclear expression of the marker, can be used to clarify the prognosis of the disease.

Key words: breast cancer, tumor progression, programmed death-ligand 1 (Pd-L1), Pd-L1 nuclear
expression, isolated clusters of tumor cells, peritumoral microvessels.

Рак молочной железы (РМЖ) является наи-
более распространенным видом злокачественных 
новообразований у женщин. В 2020 г. зарегистри-
ровано свыше 2,2 млн первичных случаев РМЖ 
[1]. Основной причиной смерти как от РМЖ, так 
и от других злокачественных новообразований 
являются опухолевая прогрессия, связанная с 
метастазированием, и развитие резистентности 
к лекарственной терапии. Установлено, что мета-
стазирование злокачественных новообразований 
(ЗНО), в том числе РМЖ, связано с активацией ан-
гиогенеза, эпителиально-мезенхимальным перехо-
дом и развитием иммунологической толерантности 
[2, 3]. В ряде исследований отмечен более высокий 
метастатический потенциал кластеров опухолевых 
клеток в отличие от одиночных опухолевых клеток 
[4]. В то же время остается много вопросов, свя-
занных с механизмами метастазирования, поэтому 
поиск новых прогностических маркеров не утратил 
своей актуальности. 

Одним из перспективных маркеров, ассоцииро-
ванных с опухолевой прогрессией, является лиганд 
рецептора программируемой клеточной гибели 1 
(PD-L1). Известно, что PD1 и его лиганды PDL1 и 
PDL2 являются представителями системы «иммуно-
логических контрольных точек», играющих важную 
роль в регуляции и модуляции иммунного ответа. 
Подавляя активность иммунных клеток, этот рецеп-
тор и его лиганды способствуют уменьшению по-
вреждения в органах и тканях при воспалительных 
процессах и предупреждают запуск аутоиммунных 
реакций. Однако при ЗНО гиперэкспрессия этих 
маркеров связана с уклонением опухоли от иммун-
ного надзора и опухолевой прогрессией. 

Большое количество клинических и экспери-
ментальных исследований посвящено изучению 
экспрессии PD-L1 при РМЖ. Экспериментальные 
данные подтвердили роль данного маркера в под-
держании стволового фенотипа, химиорезисте-
ности и диссеминации РМЖ [3, 5, 6], тогда как 
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результаты клинических исследований довольно 
неоднозначны [7–15]. Так, по данным одних авто-
ров, PD-L1-позитивные опухоли (>1 %) достоверно 
чаще встречались при наличии метастазов в ре-
гионарные лимфоузлы [10], при HER2-позитивном 
РМЖ [7, 13], при высоком индексе Ki67 [8, 11, 12, 
15]. В то же время другие авторы отметили, что, 
напротив, PD-L1-позитивные опухоли встречались 
достоверно чаще при отсутствии метастазов в ре-
гионарные лимфоузлы [15] и при HER2-негативном 
РМЖ [14, 15]. Ряд исследований не выявил связи 
экспрессии маркера со статусом регионарных 
лимфоузлов [11], с HER2-статусом РМЖ [12] и с 
выраженностью пролиферативной активности [7, 
14]. Следует отметить, что частота PD-L1 позитив-
ных опухолей в этих исследованиях варьировала 
от 19,7 до 77,6 % [14]. 

В ранее опубликованном исследовании мы 
также изучали экспрессию PD-L1 в паренхиме 
опухоли и иммунных клетках стромы при РМЖ 
[16]. В отличие от вышеперечисленных авторов, 
мы оценивали не частоту экспрессии PD-L1, а ее 
выраженность, которая учитывала долю экспресси-
рующих клеток и интенсивность окраски маркера. 
Согласно полученным результатам, экспрессия 
PD-L1 связана с наличием регионарных (р=0,0002) 
и отдаленных метастазов (р=0,0004), а также пери-
невральной инвазии (р=0,00005), что указывает на 
связь маркера с прогрессированием РМЖ. 

Следует отметить, что принято различать 
мембранный PD-L1, цитоплазматический PD-L1, 
ядерный PD-L1 и сывороточный PD-L1 [17–19]. 
Полагают, что внутриклеточное распределение 
маркера имеет ключевое значение как для прогно-
за заболевания, так и для оценки эффективности 
лекарственной терапии [19]. 

Учитывая, что при изучении экспрессии PD-L1 
при РМЖ цитоплазматическая экспрессия маркера 
выявлена в перитуморальных микрососудах и изо-
лированных кластерах опухолевых клеток в ткани 
РМЖ, а также в ряде наблюдений отмечена ядерная 
экспрессия маркера в иммунных клетках, целью 
исследования явилось изучение особенностей 
экспрессии PD-L1 в описанных структурах и их 
корреляции с клинико-морфологическими харак-
теристиками РМЖ. 

Материал и методы 
В проспективное когортное исследование 

включены 158 женщин в возрасте от 30 до 75 лет 
(средний возраст – 55,2 ± 12 лет) с впервые выяв-
ленным диагнозом РМЖ (табл. 1). Исследование 
одобрено Комитетом по этике Оренбургского го-
сударственного медицинского университета (про-
токол № 311 от 13 января 2023 г.). Все пациентки 
подписали информированное согласие на участие 
в клиническом исследовании.

Клинические данные о пациентках, проведен-
ном лечении, гистологическом и иммуногистохи-

мическом заключении получали из амбулаторных 
карт. До начала лечения всем пациенткам вы-
полнено стандартное клинико-инструментальное 
обследование. Стадия заболевания установлена 
по результатам обследования и гистологического 
исследования операционного материала в соот-
ветствии с критериями TNM [20].

В исследование не включались пациентки с 
тяжелой сопутствующей патологией, выраженны-
ми аллергическими процессами, аутоиммунными 
заболеваниями; имеющие вторую опухоль другой 
локализации; получавшие глюкокортикоиды, не-
стероидные противовоспалительные препараты. 

Экспрессию PD-L1 в паренхиме и строме опу-
холи изучали иммуногистохимическим методом 
на инвазивном компоненте пункционных биопта-
тов с использованием поликлональных антител 
против PD-L1 (производитель Cloud-Clone Corp., 
Китай; разведение 30 мкг/мл). Процедуру окра-
шивания проводили в соответствии с протоколом 
производителя с использованием полностью ав-
томатизированной системы окрашивания IHC и 
ISH BOND-MAX (компания-производитель Leica 
Biosystems Melboume Pty Ltd, Австралия). Система 
визуализации включала контрастное окрашивание 
DAB и гематоксилином. Для срезов отрицатель-
ного контроля первичные антитела заменяли 
фосфатно-солевым буфером и обрабатывали таким 
же образом.

Гистологические препараты исследовали мето-
дом световой микроскопии (цифровой микроскоп 
Levenhuk D740T, подключенный к камере 5,1 Мп, 
Россия). В гистопрепаратах оценивали наличие или 
отсутствие ядерной экспрессии PD-L1 в клетках 
стромы опухоли, а также цитоплазматической 
экспрессии маркера в перитуморальных микро-
сосудах и изолированных кластерах опухолевых 
клеток (рис. 1–3).

Статистический анализ проводили с использо-
ванием программного обеспечения Statistica 12.0. 
Корреляции между различными данными оценива-
лись с использованием непараметрической ранго-
вой корреляции Спирмена или γ-корреляции. Тесты 
χ2 проведены для анализа различий в распределении 
между категоризированными данными. Значение 
p<0,05 считалось статистически значимым.

Результаты 
Цитоплазматическая экспрессия маркера вы-

явлена в 54 (34,2 %) образцах в перитуморальных 
микрососудах и в 75 (47,5 %) образцах в изоли-
рованных кластерах опухолевых клеток. Ядерная 
экспрессия PD-L1 в клетках стромы выявлена в 56 
(35,4 %) образцах.

Установлено, что наличие экспрессии PD-L1 в 
перитуморальных микрососудах коррелировало с 
клинической формой РМЖ (γ=0,383; р=0,0009), ги-
стологическим типом опухоли (γ=0,370; р=0,0003), 
категорией N (γ=0,505; р=0,000001), стадией забо-
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Таблица 1/Table 1

Клинико-морфологическая характеристика больных раком молочной железы 

Clinical and morphological characteristics of patients with breast cancer

Характеристики/Characteristics Количество больных/Number of patients
Стадия заболевания/Stage of the disease

Ia–IIb 85 (53,8 %)
IIIa–IIIc 61 (38,6 %)

IV 12 (7,6 %)
Категория Т/Category Т

Т1 33 (20,9 %)
Т2 80 (50,6 %)
Т3 5 (3,2 %)
Т4 40 (25,3 %)

Категория N/Category N
N0 69 (43,7 %)
N1 34 (21,5 %)
N2 35 (22,1 %)
N3 20 (12,7 %)

Категория М/Category М
М0 146 (92,4 %)
М1 12 (7,6 %)

Гистологическая форма/Histology
Протоковый (неспецифический)/Ductal (non-specific) 112 (70,9 %)

Дольковый/Lobular 41 (25,9 %)
Прочие/Others 5 (3,2 %)

Степень дифференцировки опухоли/Grade
G1 8 (5,1 %)
G2 89 (56,3 %)
G3 61 (38,6 %)

Молекулярно-биологический подтип опухоли/Molecular biological subtype
Люминальный А/Luminal А 23 (14,6 %)

Люминальный В HER2-негативный/Luminal В HER2-negative 79 (50,0 %)
Люминальный В HER2-позитивный/Luminal В HER2-positive 27 (17,1 %)

HER2-позитивный/HER2-positive 10 (6,3 %)
Тройной негативный/Triple negative 19 (12,0 %)

Статус экспрессии ЭР/ER status
Негативный (0 %)/Negative (0 %) 28 (17,7 %)

Позитивный (≥1 %)/Positive (≥1 %) 130 (82,3 %)
Статус экспрессии ПР/PR status 

Негативный (0 %)/Negative (0 %) 51 (32,3 %)
Позитивный (≥1 %)/Positive (≥1 %) 107 (67,7 %)

Индекс Ki67/Index Ki67
<20 % (низкий)/<20 % (low) 29 (18,4 %)

>20 % (высокий)/>20 % (high) 129 (81,6 %)
HER2-статус/HER2-status

Негативный/Negative 122 (77,2 %)
Позитивный/Positive 36 (22,8 %)

Примечание: таблица составлена авторами.

Note: created by the authors.

левания (γ=0,366; р=0,0001) (табл. 3). Экспрессия 
PD-L1 в перитуморальных микрососудах наблюда-
лась при Т1–2 и Т3–4 – в 46 (41,4 %) и 29 (61,7 %) 
(р=0,020) наблюдениях; при N0–1 и N2–3 – в 41 
(39,8 %) и 34 (51,7 %) (р=0,008); при негативном и 
позитивном статусе ПР – в 30 (58,8 %) и 45 (42,1 %) 
случаях (р=0,048) соответственно. 

В свою очередь, наличие экспрессии PD-L1 в 
изолированных кластерах опухолевых клеток кор-
релировало с клинической формой РМЖ (γ=0,518; 
р=0,000003), категорией Т (γ=0,339; р=0,0003), 
категорией N (γ=0,438; р=0,00004), категорией 
М (γ=0,640; р=0,00004), стадией заболевания 
(γ=0,451; р=0,000003), наличием ПНИ (γ=0,334; 
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Рис. 3. Микрофото. Ядерная экспрессия pd-l1 в стромальных клетках, окраска ИГХ антителами против pd-l1, ×400: а) наличие 
ядерной экспрессии pd-l1; б) отсутствие ядерной экспрессии pd-l1 в стромальных клетках (наличие цитоплазматической 

экспрессии). Примечание: микрофото выполнены авторами
Fig. 3. microphoto. Nuclear and cytoplasmic expressions of pd-l1 in stromal cells, iHc staining with antibodies against pd-l1, ×400: 

a)  nuclear expression of pd-l1; b)  cytoplasmic expression of pd-l1. Note: created by the authors

Рис. 1. Микрофото. Экспрессия pd-l1 в перитуморальных микрососудах, окраска ИГХ антителами против pd-l1, ×400: а) нали-
чие экспрессии pd-l1; б) отсутствие экспрессии pd-l1 в перитуморальных микрососудах. Примечание: микрофото выполнены 

авторами
Fig. 1. microphoto. pd-l1 expression in peritumoral microvessels, iHc staining with antibodies against pd-l1, ×400: a) presence of pd-

l1 expression; b) lack of pd-l1 expression in peritumoral microvessels. Note: created by the authors

Рис. 2. Микрофото. Экспрессия pd-l1 в изолированных кластерах опухолевых клеток, окраска ИГХ антителами против pd-l1, 
×400: а) наличие экспрессии pd-l1; б) отсутствие экспрессии pd-l1 в изолированных кластерах опухолевых клеток. 

Примечание: микрофото выполнены авторами
Fig. 2. microphoto. pd-l1 in isolated clusters of tumor cells, iHc staining with antibodies against pd-l1, ×400: a) presence of pd-l1 

expression; b) lack of pd-l1 expression in isolated clusters of tumor cells. Note: created by the authors

р=0,004). Согласно полученным данным, экспрес-
сия маркера в изолированных кластерах опухоле-
вых клеток (табл. 3) наблюдалась при узловой и 
диффузной форме РМЖ – в 33 (28,0 %) и 21 (52,5 %) 
случаях (р=0,005); при I–IIb, IIIa–IIIc и IV стадии 
РМЖ – в 22 (25,9 %), 24 (39,3 %) и в 8 (66,7 %) 
(р=0,011); при Т1, Т2, Т3 и Т4 – в 10 (30,3 %), 
21 (26,2 %), 2 (40,0 %) и 21 (52,5 %) (р=0,040); при 

N0–1 и N2–3 – в 29 (28,2 %) и 25 (45,5 %) случаях 
(р=0,030); при М0 и М1 – в 45 (31,0 %) и 8 (66,7 %) 
(р=0,007); при отсутствии и наличии периневраль-
ной инвазии – в 34 (29,6 %) и 20 (46,5 %) наблю-
дениях  (р=0,048) соответственно.

Наличие ядерной экспрессии PD-L1 в строме 
опухоли коррелировало с клинической формой 
РМЖ (γ=0,502; р=0,000009), степенью злока-
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Таблица 2/Table 2

Экспрессия Pd-L1 в перитуморальных микрососудах в зависимости от клинико-морфологических 
особенностей рака молочной железы

Pd-L1 expression in peritumoral microvessels depending on breast cancer clinical and morphological 
features

Характеристики/Characteristics
Перитуморальные микрососуды с экспрессией PD-L1/ 

Peritumoral microvessels expressing PD-L1
 Нет/No Есть/Yes р

Клиническая форма/Clinical form
Узловая/Nodal 67 (56,8 %) 51 (43,2 %) 0,061Диффузная/Diffuse 16 (40,0 %) 24 (60,0 %)

Стадия заболевания/Stage of the disease
I–IIb 51 (60,0 %) 34 (40,0 %)

>0,05IIIa–IIIc 27 (44,3 %) 34 (55,7 %)
IV 5 (41,7 %) 7 (58,3 %)

Категория Т/Category Т
Т1–2 65 (58,6 %) 46 (41,4 %) 0,020
Т3–4 18 (38,3 %) 29 (61,7 %)

Категория N(1)/Category N(1)
N0 40 (58,0 %) 29 (42,0 %)

0,020N1 22 (64,7 %) 12 (35,3 %)
N2 16 (45,7 %) 19 (54,3 %)
N3 5 (25,0 %) 15 (75,0 %)

Категория N(2)/Category N(2)
N- 40 (58,0 %) 29 (42,0 %) >0,05N+ 43 (48,3 %) 46 (51,7 %)

Категория N(3)/Category N(3)
N0–1 62 (60,2 %) 41 (39,8 %) 0,008
N2–3 21 (38,2 %) 34 (61,8 %)

Категория М/Category M
М0 78 (53,4 %) 68 (46,6 %) >0,05М1 5 (41,7 %) 7 (58,3 %)

Гистологическая форма/Histology
Протоковый/Ductal 68 (60,7 %) 44 (39,3 %)

>0,05Дольковый/Lobular 13  (31,7 %) 28 (68,3 %)
Прочие/Others 2 (40,0 %) 3 (60,0 %)

Степень злокачественности/Grade
G1 4 (50,0 %) 4 (50,0 %)

>0,05G2 45 (50,6 %) 44 (49,4 %)
G3 34 (55,7 %) 27 (44,3 %)

Внутрипротоковый компонент/Intraductal component
Нет/No 61 (52,6 %) 55 (47,4 %) >0,05Есть/Yes 22 (52,4 %) 20 (47,6 %)

Лимфоваскулярная инвазия/Lymphovascular invasion
Нет/No 46 (52,3 %) 42 (47,7 %) >0,05Есть/Yes 37 (52,9 %) 33 (47,1 %)

Периневральная инвазия/Perineural invasion
Нет/No 65 (56,5 %) 50 (43,5 %) >0,05Есть/Yes 18 (41,9 %) 25 (58,1 %)

Статус экспрессии ЭР/ER status
Негативный  (0 %)/Negative  (0 %) 16 (57,1 %) 12 (42,9 %) >0,05Позитивный  (≥1 %)/Positive  (≥1 %) 67 (51,5 %) 63 (48,5 %)

Статус экспрессии ПР/PR status
Негативный  (0 %)/Negative  (0 %) 21 (41,2 %) 30 (58,8 %) 0,048

Позитивный  (≥1 %)/Positive  (≥1 %) 62 (57,9 %) 45 (42,1 %)
Индекс Ki67/Index Ki67

<20 % (низкий)/<20 % (low) 16 (55,2 %) 13 (44,8 %) >0,05>20 % (высокий)/>20 % (high) 67 (51,9 %) 62 (48,1 %)
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HER2-статус/HER2- status 
Негативный Negative 65 (53,3 %) 57 (46,7 %)

>0,05
Позитивный/Positive 18 (50,0 %) 18 (50,0 %)

Молекулярно-биологический подтип опухоли/Molecular biological subtype
Люминальный А/Luminal А 12 (52,2 %) 11 (47,8 %)

>0,05

Люминальный В HER2-негативный/
Luminal В HER2-negative 40 (50,6 %) 39 (49,4 %)

Люминальный В HER2-позитивный/
Luminal В HER2-positive 14 (51,9 %) 13 (48,1 %)

HER2-позитивный/HER2-positive 4 (40,0 %) 6 (60,0 %)
Тройной негативный/Triple negative 13 (68,4 %) 6 (31,6 %)

Примечание: р – уровень значимости отличий по критерию χ2; таблица составлена авторами.

Note: p – the level of significance according to the χ2 criterion; created by the authors.
Таблица 3/Table 3

Экспрессия Pd-L1 в изолированных кластерах опухолевых клеток в зависимости                                
от клинико-морфологических особенностей РМЖ

Pd-L1 expression in isolated clusters of tumor cells depending on the breast cancer clinical                            
and morphological features

Характеристики/Characteristics Кластеры с экспрессией PD-L1/Clusters with PD-L1 expression
Нет/No Есть/Yes р

Клиническая форма/Clinical form
Узловая/Nodal 85 (72,0 %) 33 (28,0 %)

0,005Диффузная/Diffuse 19 (47,5 %) 21 (52,5 %)
Стадия заболевания/Stage of the disease

I–IIb 63 (74,1 %) 22 (25,9 %)
0,011IIIa–IIIc 37 (60,7 %) 24 (39,3 %)

IV 4 (33,3 %) 8 (66,7 %)
Категория Т/Category Т

Т1 23 (69,7 %) 10 (30,3 %)

0,040
Т2 59 (73,8 %) 21 (26,2 %)
Т3 3 (60,0 %) 2 (40,0 %)
Т4 19 (47,5 %) 21 (52,5 %)

Категория N(1)/Category N(1)
N0 50 (72,5 %) 19 (27,5 %)

>0,05
N1 24 (70,6 %) 10 (29,4 %)
N2 21 (60,0 %) 14 (40,0 %)
N3 9 (45,0 %) 11 (55,0 %)

Категория N(2)/Category N(2)
N- 50 (72,5 %) 19 (27,5 %)

>0,05N+ 54 (60,7 %) 35 (39,3 %)
Категория N(3)/Category N(3)

N0–1 74 (71,8 %) 29 (28,2 %)
0,030N2–3 30 (54,5 %) 25 (45,5 %)

Категория М/Category M
М0 100 (69,0 %) 45 (31,0 %)

0,007М1 4 (33,3 %) 8 (66,7 %)
Гистологическая форма/Histology

Протоковый/Ductal 77 (64,3 %) 40 (35,7 %)
>0,05Дольковый/Lobular 28 (68,3 %) 13 (31,7 %)

Прочие/Others 4 (80,0 %) 1 (20,0 %)
Степень злокачественности/Grade

G1 6 (75,0 %) 2 (25,0 %)
>0,05G2 53 (59,6 %) 36 (40,4 %)

G3 45 (73,8 %) 16 (26,2 %)
Внутрипротоковый компонент/Intraductal component

Нет/No 76 (65,5 %) 40 (34,5 %)
>0,05Есть/Yes 28 (66,7 %) 14 (33,3 %)

Окончание аблицы 2/End of Table 2
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Лимфоваскулярная инвазия/Lymphovascular invasion
Нет/No 61 (69,3 %) 27 (30,7 %)

>0,05
Есть/Yes 43 (61,4 %) 27 (38,6 %)

Периневральная инвазия/Perineural invasion
Нет/No 81 (70,4 %) 34 (29,6 %) 0,048

Есть/Yes 23 (53,5 %) 20 (46,5 %)
Статус экспрессии ЭР/ER status

Негативный  (0 %)/Negative  (0 %) 18 (64,3 %) 10 (35,7 %) >0,05Позитивный  (≥1 %)/Positive  (≥1 %) 86 (66,2 %) 44 (33,8 %)
Статус экспрессии ПР/PR status

Негативный  (0 %)/Negative  (0 %) 32 (62,8 %) 19 (37,2 %) >0,05Позитивный  (≥1 %)/Positive  (≥1 %) 72 (67,3 %) 35 (32,7 %)
Индекс Ki67/Index Ki67

<20 %  (низкий)/<20 %  (low) 18 (62,1 %) 11 (37,9 %) >0,05>20 %  (высокий)/>20 %  (high) 86 (66,7 %) 43 (33,3 %)
HER2-статус/HER2- status 

Негативный/Negative 81 (66,4 %) 41 (33,6 %) >0,05Позитивный/Positive 23 (63,9 %) 13 (36,1 %)
Молекулярно-биологический подтип опухоли/Molecular biological subtype

Люминальный А/Luminal А 17 (73,9 %) 6 (26,1 %)

>0,05

Люминальный В HER2-негативный/
Luminal В HER2-negative

50 (63,3 %) 29 (36,7 %)

Люминальный В HER2-позитивный/
Luminal В HER2-positive 18 (66,7 %) 9 (33,3 %)

HER2-позитивный/HER2-positive 6 (60,0 %) 4 (40,0 %)
Тройной негативный/Triple negative 13 (68,4 %) 6 (31,6 %)

Примечание: р – уровень значимости отличий по критерию χ2; таблица составлена авторами.

Note : p – the level of significance according to the χ2 criterion; created by the authors.
Таблица 4/Table 4.

Ядерная экспрессия Pd-L1 в строме опухоли в зависимости от клинико-морфологических 
особенностей рака молочной железы

Pd-L1 expression in the cells of the tumor stroma depending on the breast cancer clinical                               
and morphological features

Характеристики/Characteristics Ядерная экспрессия PD-L1 в строме/Nuclear expression of PD-L1 in the stroma
Нет/No Есть/Yes р

Клиническая форма/Clinical form
Узловая/Nodal 84 (71,2 %) 34 (28,8 %) 0,003

Диффузная/Diffuse 18 (45,0 %) 22 (55,0 %)
Стадия заболевания/Stage of the disease

I–IIb 70 (82,4 %) 15 (17,6 %)
<0,001IIIa–IIIc 29 (47,5 %) 32 (52,5 %)

IV 3 (25,0 %) 9 (75,0 %)
Категория Т/Category Т

Т1 26 (78,8 %) 7 (21,2 %)

0,002Т2 57 (71,3 %) 23 (28,7 %)
Т3 1 (20,0 %) 4 (80,0 %)
Т4 18 (45,0 %) 22 (55,0 %)

Категория N/Category N
N0 54 (78,3 %) 15 (21,7 %)

0,005N1 22 (64,7 %) 12 (35,3 %)

N2 17 (48,6 %) 18 (51,4 %)
N3 9 (45,0 %) 11 (55,0 %)

Категория М/Category M
М0 99 (67,8 %) 47 (32,2 %) 0,004
М1 3 (25,0 %) 9 (75,0 %)

Окончание аблицы 3/End of Table 3
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Гистологическая форма/Histology
Протоковый/Ductal 74 (66,1 %) 38 (33,9 %)

>0,05Дольковый/Lobular 24 (58,5 %) 17 (41,5 %)
Прочие/Others 4 (80,0 %) 1 (20,0 %)

Степень злокачественности/Grade
G1 6 (75,0 %) 2 (25,0 %)

0,090G2 63 (70,8 %) 26 (46,4 %)
G3 33 (54,1 %) 28 (45,9 %)

Внутрипротоковый компонент/Intraductal component
Нет/No 76 (65,5 %) 40 (34,5 %) >0,05Есть/Yes 26 (61,9 %) 16 (38,1 %)

Лимфоваскулярная инвазия/Lymphovascular invasion
Нет/No 57 (64,8 %) 31 (35,2 %) >0,05Есть/Yes 45 (64,3 %) 25 (35,7 %)

Периневральная инвазия/Perineural invasion
Нет/No 77 (67,0 %) 38 (33,0 %) >0,05Есть/Yes 25 (58,1 %) 18 (41,9 %)

Статус экспрессии ЭР/ER status
Негативный  (0 %)/Negative  (0 %) 16 (57,1 %) 12 (42,9 %) >0,05Позитивный  (≥1 %)/Positive  (≥1 %) 86 (66,2 %) 44 (33,8 %)

Статус экспрессии ПР/PR status
Негативный  (0 %)/Negative  (0 %) 26 (51,0 %) 25 (49,0 %) 0,014

Позитивный  (≥1 %)/Positive  (≥1 %) 76 (71,0 %) 31 (29,0 %)
Индекс Ki67/Index Ki67

<20 % (низкий)/<20 % (low) 19 (65,5 %) 10 (34,5 %)
>0,05

>20 % (высокий)/>20 % (high) 83 (64,3 %) 46 (35,7 %)
HER2-статус/HER2- status 

Негативный/Negative 85 (69,7 %) 37 (30,3 %) 0,014
Позитивный/Positive 17 (47,2 %) 19 (52,8 %)

 Молекулярно-биологический подтип опухоли/Molecular biological subtype
Люминальный А/Luminal А 17 (73,9 %) 6 (26,1 %)

>0,05

Люминальный В HER2-негативный/
Luminal В HER2-negative 54 (68,4 %) 25 (31,6 %)

Люминальный В HER2-позитивный/
Luminal В HER2-positive 14 (51,9 %) 13 (48,1 %)

HER2-позитивный/HER2-positive 4 (40,0 %) 6 (60,0 %)
Тройной негативный/Triple negative 13 (68,4 %) 6 (31,6 %)

Примечание: р – уровень значимости отличий по критерию χ2; таблица составлена авторами.

Note: p – the level of significance according to the χ2 criterion; created by the authors.

Окончание аблицы 4/End of Table 4

чественности (γ=0,331; р=0,002), категорией Т 
(γ=0,455; р=0,000001), категорией N (γ=0,509; 
р=0,000003), категорией М (γ=0,727; р=0,00001), 
стадией заболевания (γ=0,689; р<0,000001), ста-
тусом ПР (γ=-0,404; р=0,0003), HER2-статусом 
РМЖ (γ=0,439; р=0,0002). Ядерная экспрессия в 
стромальных клетках (табл. 4) наблюдалась при 
узловой и диффузной форме – в 34 (28,8 %) и 22 
(55,0 %) случаях (р=0,003); при раннем, местно-
распространенном и метастатическом РМЖ – в 
15 (17,6 %), 32 (52,5 %) и 9 (75,0 %) (р<0,001); 
при T1, Т2, Т3 и Т4 – в 7 (21,2 %), 23 (28,7 %), 4 
(80,0 %) и 22 (55,0 %) (р=0,002); при N0, N1, N2 
и N3 – в 15 (21,7 %), 12 (35,3 %), 18 (51,4 %) и 11 
(55,0 %) (р=0,005); при М0 и М1 – в 47 (32,2 %) и 
9 (75,0 %) (р=0,004), при негативном и позитивном 
статусе ПР – в 25 (49,0 %) и 31 (29,0 %) (р=0,014); 

при HER2-негативном и HER2-позитивном статусе 
РМЖ – в 37 (30,3 %) и 19 (52,8 %) наблюдениях 
(р=0,014) соответственно.

Обсуждение
Ранее мы установили связь выраженности 

цитоплазматической экспрессии PD-L1 с рядом 
факторов неблагоприятного прогноза РМЖ: на-
личием регионарных и отдаленных метастазов, 
а также периневральной инвазии (ПНИ). Целью 
данного исследования явилось изучение особен-
ностей экспрессии маркера в перитуморальных 
микрососудах, изолированных кластерах опухо-
левых клеток и клетках стромы. 

Известно, что ангиогенез играет ключевую роль 
в опухолевой прогрессии и непосредственно ассо-
циирован с метастазированием [21]. Установлено, 
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что экспрессия PD-L1 в эндотелиальных клетках 
наблюдается как в норме, так и при различных за-
болеваниях [3, 22–24]. Его экспрессия может быть 
связана с активацией и экстравазацией Т-клеток без 
чрезмерного повреждения сосудов, что приводит 
к подавлению иммунных ответов, опосредован-
ных CD8+ Т-клетками [22]. Роль эндотелиальной 
экспрессии PD-L1 в развитии иммунологической 
толерантности подтверждена экспериментально на 
модели аллогенной трансплантации сердца мыши: 
трансплантаты, лишенные PD-L1 в эндотелиаль-
ных клетках, отторгались значительно быстрее, 
чем контрольные [24]. При раке легкого эндоте-
лиальная экспрессия PD-L1 связана со снижением 
инфильтрации CD8 + T-клеток и повышением 
агрегации FoxP3 + T-клеток в опухолевых тканях, 
а также с прогнозом заболевания [25]. Полагают, 
что терапия, нацеленная на подавление экспрессии 
PD-L1 в эндотелиальных клетках, может ингиби-
ровать рост опухоли за счет улучшения иммунной 
микросреды. 

В нашем исследовании экспрессия PD-L1 в 
перитуморальных микрососудах коррелировала с 
наличием регионарных метастазов и с диффузной 
формой РМЖ. Эти данные предполагают, что экс-
прессия маркера в сосудах опухоли может играть 
роль не только в развитии иммунной супрессии, 
но и в метастазировании опухоли. Однако для 
подтверждения этой гипотезы необходимы даль-
нейшие исследования.

Известно, что большинство опухолевых клеток, 
попадающих в кровоток, погибают и не превра-
щаются в клинически обнаруживаемые метастазы 
[26]. Для эффективного метастазирования опухо-
левые клетки используют различные механизмы, 
в том числе приобретение стволового фенотипа, 
эпителиально-мезенхимальный переход, измене-
ние опухолевого микроокружения и др.  [27, 28]. 
Описан новый механизм, способствующий более 
эффективному метастазированию опухоли [4]. 
Предполагают, что метастазирование в виде связан-
ных между собой опухолевых клеток (кластеров) 
способствует выживанию опухолевых клеток в ме-
тастатических сайтах. Кластеры опухолевых клеток 
более устойчивы к ферроптозу [29], успешнее из-
бегают атаки иммунной системы [30], отличаются 
более высокой пролиферативной активностью и 
сходством со стволовыми клетками [31]. 

В доступной литературе мы не обнаружили 
работ, в которых бы изучалась экспрессия PD-L1 
в изолированных кластерах опухолевых клеток. 
Под термином «изолированные кластеры опухо-
левых клеток» мы предполагали наличие в пери-
туморальной строме отдельных (изолированных) 
групп опухолевых клеток, не связанных с основной 
массой опухоли. Согласно данным литературы, 
инвазия отдельных групп опухолевых клеток 
(«cohesive clusters of the tumor cells» или «isolated 
small clusters tumor cells») в окружающую строму 

(«collective invasion» или «collective metastasis») 
ассоциируется с более агрессивными подтипами 
рака и отдаленными метастазами [31, 32]. В нашем 
исследовании экспрессия PD-L1 в изолированных 
кластерах опухолевых клеток встречалась значи-
мо чаще при таких неблагоприятных факторах 
прогноза, как диффузная форма РМЖ (р=0,005), 
наличие регионарных (р=0,03) и отдаленных ме-
тастазов (р=0,007), и несколько чаще при наличии 
периневральной инвазии (р=0,048). Полагают, что 
миграция опухолевых клеток в виде кластеров 
может быть связана с гибридными эпителиально-
мезенхимальными состояниями, при которых 
они, сохраняя адгезивные свойства с соседними 
клетками, характеризуются потерей апикально-
базальной полярности и лучшей подвижностью 
клеток [33]. Таким образом, можно предположить, 
что экспрессия PD-L1 в кластерах опухолевых 
клеток, с одной стороны, может являться одним 
из факторов, позволяющим им уклоняться от 
иммунного надзора, а с другой – способствовать 
метастазированию за счет активации механизмов 
эпителиально-мезенхимального перехода. О свя-
зи между иммунологической толерантностью и 
эпителиально-мезенхимальным переходом свиде-
тельствует ряд экспериментальных исследований 
[3, 34, 35]. 

Интересным результатом нашей работы было 
выявление ядерной экспрессии PD-L1. Ядерная 
экспрессия PD-L1 оказалась значимым маркером, 
связанным с агрессивными характеристиками 
РМЖ, такими как диффузная форма РМЖ, N3, 
наличие отдаленных метастазов, негативный 
статус ПР, HER2-позитивный статус. При анализе 
литературы мы не обнаружили клинических ис-
следований, в которых бы описывалось наличие 
ядерной экспрессии маркера в строме опухоли при 
РМЖ. В эксперименте ядерная экспрессия PD-L1 
описана в клеточных линиях РМЖ, колоректально-
го рака и рака легкого [36–39]. Ее наличие связано 
с более агрессивными опухолями и образованием 
отдаленных метастазов на мышиных моделях [38]. 
В ряде исследований показано, что PD-L1 может 
секретироваться во внеклеточное пространство 
или транслоцироваться в ядро, играя решающую 
роль в регуляции иммунологической толерантно-
сти, онкогенеза и иммунотерапии [40]. Полагают, 
что внутриклеточное распределение PD-L1 имеет 
огромное значение как для прогноза заболева-
ния, так и для эффективности лекарственной и 
иммунотерапии. При этом существующие схемы 
лечения в основном сосредоточены на PD-L1, 
экспрессируемом на клеточной мембране. Одна-
ко они могут быть неэффективны в отношении 
цитоплазматического и ядерного PD-L1, которые 
изучены недостаточно [19]. В связи с этим полага-
ем, что дальнейшие исследования, направленные 
на изучение роли внутриклеточного распределе-
ния PD-L1 в прогрессировании РМЖ и развитии 
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лекарственной устойчивости, представляют несо-
мненный интерес. 

Заключение
В результате проведенного исследования уста-

новлено, что экспрессия PD-L1 в перитуморальных 
микрососудах и в изолированных кластерах опухо-
левых клеток, а также ядерная экспрессия маркера 
связаны с рядом ключевых факторов прогрессиро-
вания РМЖ, а именно с наличием регионарных и 

отдаленных метастазов. Полагаем, что определение 
экспрессии маркера в описанных структурах может 
способствовать улучшению прогноза заболевания. 
Необходимы дальнейшие экспериментальные 
и клинические исследования, направленные на 
изучение роли PD-L1 в прогрессировании РМЖ, а 
также возможности использования таргетных пре-
паратов, нацеленных на ингибирование экспрессии 
маркера в перитуморальных микрососудах и в изо-
лированных кластерах опухолевых клеток.
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