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Рак мочевого пузыря (РМП) является одним 
из десяти наиболее распространенных злокаче-
ственных новообразований [1]. К хирургиче-
ским методам лечения этого заболевания от-
носятся трансуретральная резекция мочевого 
пузыря (ТУР МП), радикальная цистэктомия 
с различными вариантами деривации мочи. 
В отдельных случаях комплексного лечения 
возможно выполнение органосохраняющих вме-
шательств в объеме резекции мочевого пузыря. 
Консервативное лечение включает в себя адъю-

вантную внутрипузырную иммунотерапию вак-
циной Bacillus Calmette-Guerin (БЦЖ-терапия), 
различные варианты химиотерапии, иммуноон-
кологическую терапию ингибиторами контроль-
ных точек иммунитета, лучевую терапию как в 
самостоятельном варианте, так и в составе схем 
комбинированного и комплексного лечения. 

Глубина опухолевой инвазии (категория 
рТa-Т4b) имеет важное прогностическое значе-
ние и определяет выбор лечебной тактики. На 
долю немышечно-инвазивного уротелиального 
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рака мочевого пузыря (НМИ РМП), категория 
рТа-Т1, приходится около 70% всех случаев за-
болеваний [2–4]. Эта форма опухоли характе-
ризуется более высокой частотой рецидивов, но 
лучшими показателями выживаемости, по срав-
нению с мышечно-инвазивным вариантом (МИ 
РМП), однако результаты лечения неудовлетво-
рительны. После ТУР МП, однократной внутри-
пузырной инстилляции химиопрепарата и адъю-
вантной внутрипузырной БЦЖ-терапии или хи-
миотерапии, в зависимости от прогностической 
группы (низкий/промежуточный/высокий риск) 
вероятность рецидива НМИ РМП в течение 5 лет 
составляет 37, 65 и 84% соответственно [5].

Распространенность НМИ РМП, высокая ча-
стота рецидивов и риск развития инфильтративной 
опухоли являются основанием для поиска новых 
более эффективных подходов к лечению. Одним 
из вариантов может стать расширение показаний 
к иммунотерапии ингибиторами контрольных то-
чек иммунитета. В настоящее время ингибиторы 
PD-1 (ниволумаб, пембролизумаб), а также инги-
биторы PD-L1 (атезолизумаб, дурвалумаб и аве-
лумаб) применяются при лечении местно-распро-
страненного и метастатического РМП [2, 3]. Они 
могут быть использованы как в монорежиме, так 
и в сочетании либо с другими иммунопрепарата-
ми, либо с цитостатиками при прогрессировании 
во время или после стандартной химиотерапии 
с включением препаратов платины. В качестве 1 
линии лечения иммунотерапия возможна при на-
личии противопоказаний к назначению цисплати-
на и положительном результате обязательного в 
этой ситуации PD-L1-тестирования. Кроме того, 
пембролизумаб одобрен для лечения НМИ РМП 
при БЦЖ-рефрактерных опухолях, однако в кли-
нических рекомендациях Минздрава РФ подобная 
тактика не утверждена [5].

Данные о высокой мутационной нагрузке опу-
холи и наличии связи между экспрессией PD-L1 и 
эффективностью терапии [6] ставят вопрос о воз-
можном эффективном применении ингибиторов 
контрольных точек иммунитета на ранних стадиях 
заболевания. В настоящей работе проведена срав-
нительная количественная оценка показателей 
экспрессии PD-L1 в образцах НМИ и МИ РМП 
для молекулярного обоснования эффективности 
такого подхода в целях расширения показаний для 
иммунотерапии НМИ формы заболевания.

Материалы и методы

В работе исследованы 56 хирургических об-
разцов ткани уротелиального рака мочевого пу-

зыря, полученных в ходе ТУР МП или радикаль-
ной цистэктомии. Больные оперированы в ФГБУ 
«НМИЦ онкологии им. Н.Н. Блохина» Минздра-
ва России в 2021–2022 гг.

Для приготовления одноклеточных суспензий 
образцы опухолей измельчали ножницами и ин-
кубировали в растворе Версена в течение 30 мин 
при 37 °С. Затем образцы гомогенизировали в 
стеклянном гомогенизаторе пятикратным осто-
рожным движением пестика и фильтровали через 
фильтр с размером пор 40 нм. Суспензию клеток 
центрифугировали в течение 5 мин на скорости 
3000 об/мин и ресуспендировали в 4% растворе 
формальдегида. Иммунофлуоресцентное окра-
шивание проводили с использование 100 мкл су-
спензии с концентрацией 200 тыс. кл/мл [7].

Для иммунофлуоресцентного окрашивания 
использовали первичные кроличьи монокло-
нальные антитела, специфичные к PD-L1 (клон 
SQab1716, Arigo Biolaboratories, Тайвань), в 
конечном разведении 1:100 и 1:200 и вторич-
ные антикроличьи антитела, коньюгирован-
ные с флуоресцентным красителем DyLight650 
(ab98729, Abcam, Великобритания), в конечном 
разведении 1:500. 

Для перманентного контроля активности анти-
тел при проведении каждого иммунофлуоресцент-
ного анализа использовали монослойную культуру 
клеток аденокарциномы протоков молочной желе-
зы человека линии MCF-7 (Американская коллек-
ция типовых культур (ATCC), США).

Для отделения анализируемых клеток от де-
бриса и эритроцитов использовали ДНК краси-
тель Hoechst H33258 («Sigma», США) в конеч-
ной концентрации 1,2 мкг/мл. 

Измерение флуоресценции проводили на про-
точном цитометре «Navios» («Beckman Coulter», 
США). Регистрацию сигнала флуоресценции 
красителей DyLight650 и Hoechst 33258 про-
водили в каналах FL-6 и FL-9 соответственно. 
Число окрашенных клеток рассчитывали в про-
грамме FlowJo 10.0.8 с помощью метода Колмо-
горова–Смирнова.

Рассчитаны два показателя экспрессии PD-L1: 
1) уровень экспрессии маркёра – процентное 

содержание в образце клеток, экспрессирующих 
данный белок; 

2) интенсивность экспрессии – среднее коли-
чество маркёра, экспрессируемого в расчете на 
клетке, рассчитываемое как отношение флуорес-
ценции в опытном образце к контролю (инкуба-
ция только с вторичными антителами), выража-
ется в условных единицах.
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Статистический анализ данных проводи-
ли в программе GraphPad Prism 6.0 («GraphPad 
Software», США). Нормальность распределения 
показателей уровня экспрессии PD-L1 опреде-
ляли с помощью критерия Шапиро–Уилка, вы-
борки сравнивали с помощью U-критерия Ман-
на–Уитни. Для оценки корреляции использовали 
критерий Спирмена.

Результаты и обсуждение

На первом этапе работы для выбора адекват-
ных методов статистического анализа результа-
тов проведена оценка характера распределения 
показателей уровня экспрессии PD-L1 как среди 
всех исследованных образцов РМП, так и в от-
дельных группах – НМИ РМП и МИ РМП. 

Данные, представленные в таблице, показыва-
ют, что характер распределения показателей экс-
прессии PD-L1 в целом (все образцы) и в подгруп-
пах, различающихся по прогнозу агрессивности 
течения заболевания, не идентичен. Поэтому, сле-
дуя рекомендациям статистического анализа, по-
следующую сравнительную оценку количествен-
ных показателей экспрессии PD-L1 проведили с 
использованием в качестве ориентира медианы.

Графически результаты сравнительной оцен-
ки уровня экспрессии PD-L1 во всех образцах 
РМП и отдельно в подгруппах, отличающихся 
по прогнозу заболевания и лечебной тактике, 
представлены на рис. 1. Показатель медианы экс-

прессии PD-L1 в подгруппе НМИ РМП оказался в 
1,5 раза выше по сравнению с МИ РМП – 32,0% 
vs 22,0% (р = 0,001), что указывает на значитель-
ное различие в уровне экспрессии PD-L1 между 
опухолями с благоприятным и неблагоприятным 
прогнозом течения болезни по показателю мы-
шечной инвазии опухоли.

Статистически значимые различия выявлены 
также при сравнении МИ РМП с показателем 
уровня экспрессии PD-L1 в общей группе – 28,5% 
vs 22,0% (р = 0,006). 

На рис. 2 визуализированы данные, характе-
ризующие распределение 56 исследованных об-
разцов РМП в зависимости от уровня (рис. 2, А) 
и интенсивности (рис. 2, Б) экспрессии PD-L1 в 
одном и том же новообразовании. Между этими 
показателями выявлена сильная корреляция (ко-
эффициент Спирмена r = 0,8), поэтому дальней-
шеесравнение групп по экспрессии PD-L1 про-
ведено по уровню экспрессии маркёра. 

Общепринятая практика предполагает при 
оценке прогностической значимости экспрессии 
того или иного опухолевого маркёра деление на 
группы с низким и высоким уровнем экспрес-
сии изучаемого маркёра по медиане показателя. 
В нашей работе при повторном иммунофлуорес-
центном анализе одного и того же опухолевого 
образца различия не превышали 5%. Принимая во 
внимание этот факт и ориентируясь на медиану 
выявленного уровня экспрессии PD-L1, равную 

Описательная статистика и характер распределения уровня экспрессии PD-L1 в ткани немышечно-
инвазивного (НМИ) и мышечно-инвазивного (МИ) уротелиального рака мочевого пузыря (РМП)

Группы РМП (число 
образцов)

Уровень экспрессии PD-L1, %

 p** Характер распределения 
показателей ***медиана [Q1; 

Q3]*
минимальное – 

максимальное значения

Все образцы (56) 28,5
[21,0; 33,8] 8–70 – Ненормальное (p = 0,001)

НМИ РМП (31) 32,0
[26,0; 41,0] 8–70

 0,001 Нормальное (p = 0,21)

МИ РМП (25) 22,0
[20,0; 28,0] 12–34 Нормальное (p = 0,61)

* Медиана уровня экспрессии PD-L1 [нижний квартиль; верхний квартиль].
** Достоверность различия между показателями медианы в группах сравнения.
*** При оценке характера распределения показателей уровня экспрессии PD-L1 в исследованной группе 

образцов опухолей, принимали «0» гипотезу: характер распределения показателей не подчиняется закону 
нормального распределения. 
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Рис. 1. Уровень экспрессии PD-L1 во всех образцах уротелиального рака мочевого пу-
зыря (РМП) и в группах, отличающихся по прогностической значимости и лечебной 

тактике: немышечно–инвазивный и мышечно-инвазивный РМП
(* различие статистически значимо)

Рис. 2. Распределение показателей уровня и интенсивности экспрессии PD-L1 в опу-
холевой ткани уротелиального рака мочевого пузыря.  По оси абсцисс: А – номера 
образцов опухолей, включенных в анализ (ранжированы от минимального до макси-
мального значения уровня экспрессии PD-L1); Б – номера образцов опухоли соответ-
ствуют рис. А. По оси ординат: А – уровень экспрессии PD-L1 (%); Б – интенсивность 

экспрессии PD-L1 (у.е.) 
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28,5% (таблица), в настоящем исследовании 
сравнительный анализ проведен при двух гра-
ницах деления исследованных образцов РМП на 
группы с высоким и низким уровнем экспрессии 
PD-L1 – <25% vs ≥25% и <30% vs ≥ 30%. Дан-
ные о частоте встречаемости опухолей с такими 
показателями экспрессии PD-L1 в подгруппах 
РМП, различающихся по показателю мышечной 
инвазии, представлены на рис. 3, 4. 

Анализируя результаты рис. 3, прежде всего 
следует отметить различия между средними зна-
чениями уровня экспрессии PD-L1 в опухолях с 
уровнем показателя ≥25% (таблица на рис. 3) в 
подгруппах НМИ и МИ РМП – 38,8% vs 29,9% 
(р = 0,002), и в подгруппе МИ РМП vs все ис-
следованные опухоли (29,9 vs 36,0%, р = 0,004). 

При этом в целом по группе исследованных 
опухолей уровень экспрессии маркёра ≥25% вы-
явлен в 59%, в подгруппе МИ РМП – в 36%, а 
среди НМИ РМП – в 77% случаев. Статистиче-
ская значимость различий показана между под-
группами НМИ и МИ РМП (р = 0,002). 

При оценке частоты встречаемости опухолей 
с уровнем экспрессии PD-L1≥30% в ткани МИ 
и НМИ РМП выявлены аналогичные законо-
мерности (рис. 4). Видно, что в целом в группе 

исследованных опухолей высокий уровень экс-
прессии маркёра ≥30% выявлен в 46%, в группе 
МИ РМП – в 20%, а среди НМИ РМП – в 68% слу-
чаев. Статистически значимыми различия оказа-
лись между следующими группами сравнения: 
МИ vs НМИ РМП (р = 0,0004);  МИ vs все иссле-
дованные опухоли (р = 0,02). Средние значения 
уровня экспрессии PD-L1 ≥ 30% во всех группах 
сравнения были практически идентичными и со-
ставили 38,2; 39,8 и 31,8% (таблица на рис. 4).

Суммиру я полученные результаты, следует 
отметить наиболее важные моменты с точки зре-
ния достижения поставленной в исследовании 
цели – молекулярно обосновать целесообраз-
ность начала терапии ингибиторами контроль-
ных точек иммунитета при немышечно-инва-
зивной стадии уротелиального рака мочевого 
пузыря до применения цисплатина и внутрипу-
зырной инстилляции БЦЖ.

Количественная оценка уровня экспрессии 
мишени иммунопрепаратов, ингибирующих 
PD-L1, которые уже нашли применение в клини-
ке [8–10], выявила экспрессию PD-L1 в опухолях 
всех включенных в исследование больных как с 
НМИ, так и с МИ РМП, при значительной гете-
рогенности показателей у разных пациентов. Но 

Рис. 3. Частота встречаемости опухолей с уровнем экспрессии PD-L1 ≥25% в ткани мышечно-инва-
зивного (МИ) и немышечно-инвазивного (НМИ) рака мочевого пузыря (РМП)
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Рис. 4. Частота встречаемости уровня экспрессии PD-L1 ≥ 30% в ткани рака мочевого пузыря (РМП), раз-
личающегося по показателю мышечной инвазии

что наиболее важно, число опухолей с высоким 
уровнем маркёра (≥30%) в группе НМИ РМП 
было значительно (в 3,4 раза) выше по сравне-
нию с МИ опухолями.

Таким образом, в работе получено моле-
кулярное о боснование перспективности про-
ведения иммунотерапии первой линии НМИ 
РМП уже в дебюте заболевания, так как в 
68% таких опухолей отмечен высокий (≥30%) 

уровень экспрессии мишени ингибиторов кон-
трольных точек иммунитета PD-L1. 

Полученные результаты находятся в русле 
проводимых в настоящее время клинических 
исследований эффективности ингибиторов кон-
трольных точек иммунитета у больных НМИ ра-
ком мочевого пузыря без резистентности к вну-
трипузырной БЦЖ-терапии или системной хими-
отерапии [11–13].
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