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Иммунотерапия – современный тренд ле-
чения злокачественных новообразований. Од-
нако не все больные отвечают на лечение и в 
ряде случаев комбинированное применение с 
классическими цитостатиками позволяет суще-
ственно повысить эффективность иммунопре-
паратов [1, 2].

Один из механизмов потенцирующего дей-
ствия цитостатиков в отношении ингибиторов 
контрольных точек иммунитета ассоциирован 
со стимуляцией экспрессии лиганда белка про-
граммируемой клеточной гибели 1 (PD-L1), 
который является одной из мишеней иммуно-
терапии. При этом важно отметить, что хотя 
большинство широко используемых цитоста-
тиков повышают экспрессию PD-L1, другие 
такую активность не проявляют и даже пода-

вляют уровень экспрессии этого маркёра [3]. 
В ряде случаев результаты противоречивы, и 
по данным разных исследований один и тот же 
цитостатик то стимулирует, то ингибирует экс-
прессию PD-L1 в опухолевых клетках [4, 5]. 
Следует также отметить, что один и тот же пре-
парат в разных культурах клеток демонстриру-
ет противоположные эффекты [5]. И наконец, 
очень интересны данные о наиболее широко 
используемом в клинике противоопухолевом 
препарате цисплатине, который при определен-
ных режимах повышает экспрессию PD-L1 при 
воздействии в крайне низких концентрациях 
[6].

В совокупности эти данные демонстрируют не-
обходимость доклинической оценки воздействия 
цитостатиков на экспрессию мишени ингибиторов 
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контрольных точек иммунитета PD-L1 и про-
гнозирование эффективности их комбиниро-
ванного применения на панели культур клеток 
опухолей разного гистогенеза с разным консти-
тутивным уровнем экспрессии PD-L1. 

Создание такой панели стало целью настоя-
щего исследования, для чего проведена количе-
ственная оценка показателей экспрессии PD-L1 
в опухолевых клетках 14 культур, полученных 
из немецкой коллекции микроорганизмов и кле-
точных культур (Leibniz Institute DSMZ) и Аме-
риканской коллекции типовых культур (АТСС). 

Отдельно стоит остановиться на методе 
оценки экспрессии PD-L1 в опухолевых клет-
ках. В исследованиях, в том числе и в перечис-
ленных выше, для оценки экспрессии PD-L1 
чаще всего используют полуколичественные 
методы (в частности, метод полимеразной цеп-
ной реакции (ПЦР), иммуногистохимический 
и вестерн-блот), которые не позволяют полу-
чить конкретное числовое значение показате-
лей экспрессии маркёра [4, 5]. Более точный 
метод ПЦР в реальном времени также не дает 
количественного представления об экспрессии 
PD-L1 из-за возможных посттрансляционных 
нарушений на пути от активно работающего 
гена до конечного белкового продукта, который 
и включен в клеточный сигналинг [7].

В ряде работ для оценки экспрессии PD-L1 
в культурах клеток использован прецизионный 
метод проточной цитометрии, который позво-
ляет количественно охарактеризовать экспрес-
сию маркёров. Однако в них использованы 
первичные антитела к PD-L1 разных произ-
водителей и неунифицированные временные, 
температурные и концентрационные условия 
проведения анализа – параметры, от которых 
зависит специфическое взаимодействие анти-
тел с мишенью и итоговый результат количе-
ственной оценки [5, 8, 9].

В настоящем исследовании при создании 
панели клеточных культур с количественно 
охарактеризованными параметрами экспрес-
сии белка программируемой смерти PD-L1 
использован метод проточной цитометрии 
с унифицированными на предварительном 
этапе оптимальными условиями проведе-
ния анализа, которые оказались отличными 
от предложенных производителем: +37 ºС vs 
комнатная температура при инкубации с пер-
вичными антителами к PD-L1; ночная инку-
бация (14–16 ч) vs 30 мин; в 4 раза меньшие 
концентрации первичных антител к PD-L1. 

При этих условиях результаты стабильно вос-
производимы и практически не отличаются 
от эксперимента к эксперименту.

Мате риалы и методы

Исследование проведено на культурах кле-
ток человека, полученных из опухолей раз-
ных локализаций и гистогенеза: рак молоч-
ной железы (плоскоклеточный инвазивный 
рак HCC-1954, инвазивная аденокарцинома 
MDA-MB-231, эпителиоподобная инвазивная 
аденокарцинома MCF-7, плоскоклеточный не-
инвазивный рак T47D); рак яичников (серозная 
цистаденокарцинома EFO-21, аденокарцинома 
с множественной лекарственной устойчиво-
стью NCI/ADR-RES, cерозная цистаденокар-
цинома яичников SKOV-3, анденокарцинома 
яичников OVCAR-3, метастаз в толстую кишку 
аденокарциномы яичников COLO-704); пло-
склоклеточный рак простаты 22Rv1 и DU-145; 
немелкоклеточный рак легкого A-549; плоско-
клеточный рак желудка SNU-1; эпидермоидная 
карцинома кожи A-431. Все культуры клеток, 
включенные в работу, депонированы в «Биоре-
сурсной коллекции клеточных линий и первич-
ных опухолей» ФГБУ «НМИЦ онкологии им. 
Н.Н. Блохина» Минздрава России.

Клеточные линии культивировали в инку-
баторе NuAir, следуя рекомендациям с сай-
тов немецкой коллекции микроорганизмов и 
клеточных культур (Leibniz Institute DSMZ) 
и Американской коллекции типовых культур 
(АТСС). В экспериментах использовали клет-
ки в экспоненциальной фазе роста, не допу-
ская формирования прикрепленными культура-
ми плотного монослоя; 2 млн клеток рассевали 
на чашки Петри с диаметром 100 мм (Corning) 
в случае прикрепленных клеточных культур 
или во флаконы объемом 75 см2 (Corning) в 
случае суспензионных культур, образцы фик-
сировали через 24 ч, как описано ранее в ра-
боте [10].

Количественная оценка показателей экс-
прессии PD-L1 в культурах клеток проведена 
ранее разработанным иммунофлуоресцент-
ным методом, ассоциированным с проточной 
цитометрией [10, 11]. В работе использованы 
перв ичные моноклональные антитела к PD-L1 
(Arigo, клон SQab1716). Согласно базе данных 
Национального центра биотехнологической 
информации США (NCBI), путем альтерна-
тивного сплайсинга пре-мРНК PD-L1 могут 
быть получены три варианта изоформ белка – 
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изоформы A, B и C [12]. Наиболее изученной 
является первая изоформа PD-L1, поскольку 
представляет собой полноразмерный белок. По 
сравнению с изоформой A, изоформа B не име-
ет экзона в 5′-кодирующей области, что приво-
дит к продукции более короткого белка без IgV-
подобного домена, с помощью которого проис-
ходит взаимодействие с рецептором PD-1 [13]. 
В свою очередь, изоформа C несет новую 3′-ко-
дирующую область и 3′UTR, в результате чего 
эта изоформа PD-L1 имеет другой С-конец, в 
котором отсутствует трансмембранный уча-
сток, что приводит к образованию так называ-
емой растворимой формы PD-L1 (sPD-L1) [14]. 

Последние две изоформы белка PD-L1 не так 
глубоко изучены, однако интерес к ним усили-
вается [12-14]. Например, несмотря на то, что 
изоформа B лишена домена, с помощью кото-
рого происходит взаимодействие с рецептором 
PD-1, показано, что высокая экспрессия дан-
ной изоформы прогнозирует лучший ответ на 
анти-PD-1 терапию у больных колоректальным 
раком. Такой вывод применим и к изоформе С 
[12].

Использованные в настоящем исследова-
нии рекомбинантные моноклональные антите-
ла Arigo, клон SQab1716, которые распознают 
последовательность аминокислотных остат-
ков, находящихся в позициях 19–239 полно-
размерного белка PD-L1, связываются с IgC- и 
IgV-подобными доменами и взаимодействуют 
с изоформами A и С, у которых такая последо-
вательность сохранена. Что касается изоформы 
B, которая имеет только IgC-подобный домен, 
показано, что антитела, связывающиеся с ами-
нокислотными остатками в позициях 19–239 
полноразмерного белка PD-L1, способны реа-
гировать и с изоформой B белка PD-L1. Важ-
но отметить, что в клинической практике для 
определения в опухоли PD-L1 как предиктора 
эффективности анти-PD-1 иммунотерапии так-
же проводится оценка всех трех изоформ белка 
с помощью одного клона антитела к PD-L1 – 
28-8 (Abcam) [12].

Во всех экспериментах первичные моно-
клональные антитела к PD-L1 (Arigo, клон 
SQab1716) использовали в конечном разве-
дении 1:400 и 1:800; вторичные антикроли-
чьи антитела, конъюгированные с флуорес-
центным красителем DyLight®650 (Abcam, 
ab98510) – в конечном разведении 1:500. Как 
упоминалось выше, условия инкубации для 
первичных антител – ночь (14–16 ч) при +37 ºС 

и постоянном помешивании в темноте, а для 
вторичных – 1,5 ч при +4 ºС в темноте.  

Интенсивность флуоресценции клеток оце-
нена на проточном цитометре «Beckman Coulter 
Navios». Специфическая флуоресценция клеток 
рассчитана в программе FlowJo 10.0.8, с помо-
щью критерия Колмогорова–Смирнова. Гисто-
граммы распределения клеток в зависимости от 
специфической флуоресценции визуализирова-
ны с помощью программы WinMDI 2.9.

Для оценки экспрессии PD-L1 использованы 
следующие расчетные показатели. 

Уровень экспрессии PD-L1 – количество 
специфически флуоресцирующих клеток (%), 
относительно контроля (инкубация клеток 
только с вторичными антителами). 

Интенсивность экспрессии PD-L1 – отноше-
ние среднего геометрического интенсивности 
флуоресценции в опытном образце к контролю 
(усл. ед.). 

Индекс экспрессии PD-L1 – интегральный 
показатель, равный произведению интенсив-
ности и уровня экспрессии, деленному на 100 
(усл. ед.).

Результаты и обсуждение

Данные, представленные на рис. 1, демон-
стрируют распределение 14 культур клеток по 
уровню, интенсивности и интегральному ин-
дексу экспрессии PD-L1 – от максимального 
значения показателя до минимального (рис. 1, 
А и рис. 1, Б соответственно).

Видно, что в исследованном ряду выявля-
ются три группы культур клеток – с высокими, 
умеренными и низкими показателями экспрес-
сии маркёра (таблица). Более чем в половине 
случаев (57,2%) клетки характеризуются уме-
ренными показателями уровня, интенсивности 
и индекса экспрессии маркёра, которые при-
близительно в 1,4; 1,3 и 1,6 раза превышают 
соответствующие показатели в группе клеток с 
низкой экспрессией PD-L1. В этой группе, как 
и в группе с высокой экспрессией маркёра, ока-
залось приблизительно по 20% исследованных 
культур, при этом уровень, интенсивность и ин-
декс экспрессии PD-L1 были выше показателей 
в группе с низкой экспрессией маркёра в 2,0; 
1,8 и 3,4 раза соответственно. 

Возвращаясь к рис. 1, необходимо отме-
тить четкое соответствие перечня культур, 
попавших в группы с высокой и низкой экс-
прессией PD-L1. По всем показателям в груп-
пе с высокой экспрессией маркёра оказались 



30
Вecтн. Моск. ун-та. Сер. 2. Химия. 2023. Т. 64. № 1 
Vestn. Mosk. un-ta. Ser. 2. Chemistry. 2023. T. 64. № 1

культуры НСС-1954, MDA-MB-231 и MCF-
7, а с низкой экспрессией PD-L1 – культуры 
OVCAR-3, COLO-704 и T47D. Совпадает по 
всем показателям и группа культур клеток с 
умеренной экспрессией маркёра, в которую 
вошли клетки широкого спектра локализаций 
и гистогенеза – EFO-21, NCI/ADR-RES, SK-
OV-3, 22Rv1, DU-145, A-549, SNU-1 и A-431. 
Обращают на себя внимание линии клеток с 
высокой экспрессией PD-L1 – HCC-1954 и 
MDA-MB-231. 

Обе «лидирующие» линии представляют 
собой высокоагрессивные подтипы рака мо-
лочной железы. Клетки HCC-1954 относятся 
к HER2-позитивному подтипу рака молочной 
железы, MDA-MB-231 – к трижды негативному 

подтипу. Выбор терапевтических средств для 
пациенток с такими опухолями крайне огра-
ничен, при этом остро стоит проблема быстро 
развивающейся резистентности к противоопу-
холевым препаратам [15]. Ранее другие авторы 
описали высокую экспрессию белков контроль-
ных точек иммунного ответа в клетках трижды 
негативного и HER2-позитивного рака молоч-
ной железы [16,17]. Hatem Soliman и соавторы 
также выявили в клетках MDA-MB-231 высо-
кий уровень маркёра PD-L1, при этом резуль-
таты были продемонстрированы как по уров-
ню белка, так и по уровню мРНК [16]. Данные 
Margherita Passariello и соавторов дополнили 
наблюдения, описанные в первой работе, – с 
помощью иммуноферментного анализа было 

Рис. 1. Ранжирование 14 культур клеток эпителиальных опухолей разных локализаций по уровню, 
интенсивности и индексу экспрессии контрольных точек иммунитета PD-L1. Цифрами на кривых 
отмечены численные значения показателей уровня, интенсивности и индекса экспрессии PD-L1 в 

каждой из исследованных культур клеток



31
Вecтн. Моск. ун-та. Сер. 2. Химия. 2023. Т. 64. № 1 
Vestn. Mosk. un-ta. Ser. 2. Chemistry. 2023. T. 64. № 1

Количественные показатели экспрессии PD-L1 в когорте 14 культур клеток* с высокой, умеренной 
и низкой экспрессией маркёра

Показатели 
экспрессии 
маркёра

Частота (%)

Показатели экспрессии PD-L1

уровень интенсивность индекс

%  ↓ ** усл. ед. ↓ ** усл. ед. ↓ **

Высокие 21,4 78,7±2,1 2,0 3,4±1,0 1,8 2,7±0,9 3,4

Умеренные 57,2 57,9±4,4 1,4 2,3±0,2 1,3 1,3±0,2 1,6

Низкие 21,4 40,3±5,9 1,0 1,9±0,2 1,0 0,8±0,2 1,0

*HCC-1954, MDA-MB-231, MCF-7, SNU-1, EFO-21, NCI/ADR-RES, А-549, A-431, SKOV-3, 22Rv1, 
DU-145, OVCAR-3, COLO-704, T47D; ** уменьшение средних показателей в ряду групп культур с 
высокими, умеренными и низкими значениями уровня, интенсивности и индекса экспрессии PD-L1.

Рис. 2. Пример гистограмм распределения клеток по интенсивности флуорес-
ценции клеток в культурах с низкими, умеренными и высокими количествен-
ными  показателями  экспрессии  PD-L1. Цифрами  на  рисунке  показано  соот-
ношение  (↑– повышение) уровня  экспрессии  маркёра в  ряду  культур  клеток                                            

T47D:SKOV-3:HCC-1954 (1,0:1,4:2,3)

установлено, что линия MDA-MB-231 возглав-
ляет по уровню экспрессии PD-L1 панель кле-
ток рака молочной железы [18]. Таким образом, 
данные литературы, полученные при исследо-
вании экспрессии PD-L1 в клетках рака молоч-
ной железы MDA-MB-231 другими методами 
молекулярного анализа, полностью совпадают 
с описанными в настоящем исследовании, что 
свидетельствует об адекватности алгоритма 
проведения количественного иммунофлуорес-
центного анализа.

Следует добавить, что повышенная экс-
прессия PD-L1 и его ко-регуляторов рассма-
тривается как один из возможных механизмов 
к анти-HER2 и иммунотерапии [19], поэтому 
доклиническая оценка воздействия цитостати-

ков и их комбинаций на экспрессию PD-L1 в 
HER2-позитивном и трижды негативном раке 
молочной железы представляет большой потен-
циал для последующего внедрения. В перспек-
тиве это позволит ускорить поиск эффективных 
комбинаций препаратов и, как следствие, от-
срочить развитие резистентности агрессивных 
форм рака молочной железы к противоопухоле-
вой терапии. 

Пример конкретных гистограмм распреде-
ления клеток по интенсивности флуоресцен-
ции клеток в культурах с низкими, умеренны-
ми и высокими количественными показателя-
ми экспрессии PD-L1 представлены на рис. 
2. Это культуры клеток линии T47D, SK-OV-3 
и HCC-1954, между которыми соотношение 



32
Вecтн. Моск. ун-та. Сер. 2. Химия. 2023. Т. 64. № 1 
Vestn. Mosk. un-ta. Ser. 2. Chemistry. 2023. T. 64. № 1

уровня экспрессии маркёра составило 1,0:1,4:2,3. 
Различия существенные и достаточные для того, 
чтобы в дальнейшем выявить любой характер 
воздействия препарата на экспрессию PD-L1 (как 
стимуляцию, так и ингибирование). 

Это показывает, что сформированная и 
охарактеризованная по количественным по-
казателям экспрессии PD-L1 панель культур 
клеток человека, полученных из опухолей 
разных локализаций и разного гистогенеза, 
адекватна поставленной задаче и может рас-
сматриваться как модель для доклинического 
изучения характера взаимодействия противо-
опухолевых препаратов с ингибиторами кон-
трольных точек иммунитета. Ее использова-
ние позволит ответить на ряд принципиально 
важных вопросов.

1. Как влияет исследуемый противоопухо-
левый препарат (уже применяемый в клинике 
или новый) на показатели экспрессии PD-L1 в 
опухолевых клетках?

2. Существуют ли различия в воздействии 
исследуемого противоопухолевого препарата 
на клетки опухолей разного гистогенеза? 

3. Зависят ли сила и направленность эффек-
та исследуемого цитостатика на экспрессию 
PD-L1 от конститутивных показателей экс-
прессии этого маркёра?

4. Какова дозовая зависимость влияния 
цитостатиков на экспрессию PD-L1 и суще-
ствует ли возможность их использования в 

сниженных дозах для модификации PD-L1 с 
целью повышения эффективности ингибито-
ров контрольных точек иммунитета?

Ответы на эти вопросы важны не только для 
понимания фундаментальных механизмов взаи-
модействия лекарств, но и с точки зрения обо-
снованности их комбинированного применения 
у больных и выбора новых эффективных комби-
наций противоопухолевых лекарств и ингибито-
ров контрольных точек иммунитета как уже ши-
роко применяемых в клинике, так и находящихся 
на разных стадиях доклинического и клиниче-
ского изучения. Это позволит избежать реально 
существующей опасности снижения эффектив-
ности иммунотерапии при некоторых комбина-
циях с цитостатиками или немотивированного 
введения в курс иммунотерапии бесполезного, 
но токсичного противоопухолевого препарата. 

В заключение важно сказать, что поиск 
модификаторов эффективности ингибиторов 
контрольных точек иммунитета – это раздел 
развития иммунотерапии опухолей на пути 
возможного повышения ее эффективности. 
И поиск проводится не только среди класси-
ческих цитостатиков, но и среди других групп 
противоопухолевых лекарств [20], лучевых 
воздействий на опухоль [21] и препаратов 
другого назначения [22]. Это еще раз подчер-
кивает значимость разработанной клеточной 
модели in vitro для проведения доклинических 
исследований.
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