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Резюме
Иммунотерапия уротелиального рака мочевого пузыря (РМП) показала свою эффективность в международных кли-
нических исследованиях и в настоящее время активно применяется для лечения данной онкологической патологии во 
многих странах, в том числе и в России. Иммуногистохимическое исследование на сегодняшний день - единственный 
способ определения PD-L1-статуса, который только начинает внедряться в рутинную практику и сопряжен с рядом 
трудностей. Целью нашего исследования являлось сравнение результатов иммуногистохимической оценки PD-L1-
статуса РМП при использовании диагностических систем (22С3 и SP142) двух производителей (AgilentTechnologies и 
Ventana) с применением различных систем оценки результатов тестирования и пороговых значений, а также изучение 
сопоставимости результатов количественной оценки экспрессии PD-L1 статуса,  У 60 пациентов с уротелиальным РМП 
был изучен PD-L1 статус  иммуногистохимическим методом. При получении близких к пороговым значениям для опре-
деления PD-L1-статуса CPS и IC, расхождения интерпретации PD-L1-статуса установленного иммуногистохимическим 
методом, для обоих клонов антител наблюдаются в 100% случаев. На основе полученных результатов мы считаем, что 
для наиболее достоверного определения PD-L1-статуса уротелиального РМП, необходимо учитывать, что при получении  
близких к пороговым значений CPS или IC, целесообразно дополнительное  иммуногистохимическое исследование с 
другим клоном с учетом того, какой иммуноонкологический препарат планируется для лечения.
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Summary 
Immunotherapy of urothelial bladder cancer (BC) has shown its effectiveness in international clinical studies and is currently 
being actively used to treat this cancer in many countries, including Russia. An immunohistochemical testing today is the only 
way to determine the PD-L1 status, which is just beginning to be introduced into routine practice and is fraught with some 
difficulties. The aim of our study was to compare the results of the immunohistochemical assessment of the PD-L1 status of the 
BC using diagnostic systems (22C3 and SP142) of two manufacturers (Agilent Technologies and Ventana) using different systems 
for evaluating test results and cut-off, and to study the comparability of the results of quantitative assessment of expression 
PD-L1 status. In 60 patients with urothelial BC, PD-L1 status was studied by immunohistochemistry. When obtaining close to 
the cut-off for determining the PD-L1 status of CPS and IC, discrepancies in the interpretation of the PD-L1 status determined 
by the immunohistochemical method are observed for both antibody clones in 100% of cases. Based on the obtained results, 
we believe that for the most reliable determination of the PD-L1 status of urothelial BC, it is necessary to take into account that 
when receiving close to CPS or IC cut-off, it is advisable to have an additional immunohistochemical testing with a different 
clone taking into account which immunooncological drug is planned for treatment.
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Введение
Рак мочевого пузыря (РМП) во всем мире является 

одной из наиболее часто встречающихся   злокачествен-
ных опухолей мочевыводящих путей. Наиболее распро-
страненным типом является уротелиальная карцинома, 
на долю которой приходится около 90% РМП в индустри-
ально развитых странах  [1]. В РФ по состоянию на 2017 
год в общей структуре онкологической заболеваемости 
злокачественные новообразования мочевого пузыря со-
ставили 2,8%, при этом среди мужского населения зло-
качественные опухоли данной локализации достигают 
4,7%. Прирост показателя заболеваемости составляет 
28,32% (оба пола) и 24,09% (мужчины), что свидетель-
ствует о неуклонном возрастании частоты встречаемости 
РМП в российской популяции [2].

Столь неутешительные данные статистики диктуют 
необходимость расширить спектр диагностических и ле-
чебных возможностей современной российской онколо-
гии. 

До настоящего времени возможности лечения мета-
статического уротелиального рака мочевого пузыря были 
ограничены химиотерапией.  Но у более 50% пациентов с 
прогрессирующей уротелиальной карциномой невозмож-
но назначение высокотоксичной химиотерапии на основе 
цисплатина в качестве терапии первой линии из-за неу-
довлетворительного общего состояния и сопутствующих 
заболеваний [3,4]. Замена цисплатина карбоплатином не 
дает желаемого улучшения по эффективности, и, кроме 
того, 20% пациентов также не может быть назначено или 
продолжено лечение карбоплатином [3,5]. 

Таким образом, результаты системного химиотера-
певтического лечения распространенных уротелиальных 
опухолей мочевого пузыря остаются неудовлетворитель-
ными. Старческий возраст и наличие коморбидных забо-
леваний нередко ограничивают возможности химиотера-
певта из-за развития непереносимой токсичности [6]. 

Современный арсенал лекарственной терапии ме-
тастатического РМП значительно расширился благодаря 
разработке нового ряда иммунотерапевтических препара-
тов, влияющих на ключевые точки противоопухолевого 
иммунитета. Перспективность иммунотерапии при РМП 
была отмечена еще в середине 70-х годов прошлого века, 
когда в 1976 году Alvaro Morales использовал вакцину 
БЦЖ (штамм Frappier, Montreal) для лечения рециди-
вирующего немышечного инвазивного РМП (NMIBC). 
В 1980 году Lamm DL с коллегами завершили первое 
рандомизированное контролируемое исследование, до-
казывающее клинический эффект БЦЖ при NMIBC. В 
1982 году Brosman SA с соавторами был изменен режим 
внутрипузырной БЦЖ терапии, описанный A. Morales, 
и также ими было принято решение отказаться от со-
путствующих внутрикожных инъекций вакцины. В 1990 
году вакцина БЦЖ была одобрена FDA для лечения рака 
in situ мочевого пузыря [7].

Однако до сих пор нет единого мнения о механизмах 
действия БЦЖ-терапии, описана ее токсичность, отмече-
на  резистентность к данному методу лечения - около 30–
40% пациентов не отвечают на терапию БЦЖ, этот метод 

лечения имеет строго ограниченные показания и  подхо-
дит только пациентам с NMIBC РМП и не рекомендован 
при инвазивных и метастатических стадиях заболевания 
[8]. И несмотря на то, что примерно 70-80% пациентов с 
впервые диагностированным РМП имеют неинвазивную 
или раннюю инвазивную (nonmuscularispropria-invasive) 
стадию, однако, согласно ВОЗ, рецидив таких опухолей 
является распространенным явлением и возникает в 50-
70% случаев, а прогрессирование заболевания в 15-25% 
случаев [1].

Новым словом в иммунотерапии РМП стали инги-
биторы иммунных контрольных точек - ингибитор рецеп-
тора PD-1 и его лиганда PD–L1.

Белок PD-1, расположенный на поверхности 
T-клеток, связывается со своим лигандом PD-L1 и в 
меньшей степени с лигандом PD-L2, расположенными на 
поверхности опухолевых клеток, в результате чего инги-
бируется противоопухолевый иммунный ответ, осущест-
вляемый цитотоксическими Т-клетками. Таким образом, 
опухоль способна уклоняться от иммунного надзора пу-
тем гиперэкспрессии лиганда программированной кле-
точной смерти PD-L1.   Этот процесс отмечается как на 
опухолевых клетках, так и на иммунных клетках микро-
окружения в различных типах рака, в том числе и в уро-
телиальном [3]. 

Потенциальная эффективность ингибиторов кон-
трольных точек при распространенном РМП обосновы-
вается и тем, что уротелиальный рак характеризуется 
высокой мутационной нагрузкой [9], что свидетельству-
ет о выраженной иммунногенности опухоли. Помимо 
этого, имеются данные, демонстрирующие, что высокая 
экспрессия PD–L1 в РМП прямо коррелирует со стадией 
заболевания и степенью дифференцировки опухоли [10]. 
Эти обстоятельства позволяют предположить потенци-
альную эффективность ингибиторов контрольных точек 
при распространенном уротелиальном РМП [6].

В настоящий момент два препарата-ингибитора 
иммунных контрольных точек,  атезолизумаб и пембро-
лизумаб одобрены FDA для применения у пациентов, не 
отвечающих на терапию цисплатином.

Атезолизумаб - первый ингибитор контрольных 
точек, одобренный для лечения пациентов с местно-рас-
пространенным или метастатическим уротелиальным 
раком после прогрессирования на химиотерапии на ос-
нове платины. Одобрение атезолизумаба в первой линии 
терапии больных, которые не подлежат лечению циспла-
тином, было основано на результатах крупного междуна-
родного клинического исследования 2 фазы IMvigor211, 
в котором принимали участие 123 пациента в 47 ис-
следовательских центрах [11]. В данном исследовании 
Атезолизумаб применяли в стандартной схеме (1200 мг, 
внутривенное введение каждые 21 день до прогрессиро-
вания). Основной конечной точкой, оцениваемой в иссле-
довании, была объективная частота ответа, как во всей 
популяции пациентов, так и у пациентов с экспрессией 
PD-L1. Медиана наблюдения составила 17,2 месяца. Оце-
ненная объективная частота ответа 23% во всей популя-
ции и 28% у пациентов с выраженной экспрессией PD-L1 
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достоверно превышала исторический контроль. Ответы 
были долговременными; медианная продолжительность 
ответа не была достигнута. Медиана общей выживаемо-
сти достигла 15,9 мес. [12].

Другим иммунопрепаратом, который применяется 
для терапии этой группы пациентов является пемброли-
зумаб. Решение об ускоренном одобрении пембролизума-
ба в качестве терапии первой линии было принято на ос-
нове результатов 2 фазы международного клинического 
исследования KEYNOTE-052 [13]. В этом исследовании 
участвовали 370 пациентов, которым невозможно было 
назначить лечение на основе цисплатина. Все пациенты 
получали пембролизумаб (200 мг, внутривенное введение 
каждые 3 недели). Основной конечной точкой была ско-
рость объективного ответа. При медиане наблюдения 11,5 
месяцев показатель объективного ответа составил 28,9%, 
медианная продолжительность ответа не была достигну-
та [13]. Медиана общей выживаемости от начала назначе-
ния пембролизумаба был 11,5 месяцев, 6 - и 12-месячной 
общей выживаемости были 67.2% и 47,5% соответствен-
но. PD-L1 в сочетании с положительной оценкой в 10% и 
более ассоциировался с более высокой частотой ответов 
(47,3%) и лучшей общей выживаемостью (18,5 месяцев). 
Частота ответов была существенно выше у пациентов с 
экспрессией PD-L1 и составила 39%.

Результаты проведенных клинических исследова-
ний доказали, что пациентам, которым ранее назначение 
системной терапии РМП было строго ограничено или же 
вовсе противопоказано, в настоящее время имеется воз-
можность назначения эффективного системного лечения 
методом иммунотерапии. 

Однако для того, чтобы оценить потенциальную 
эффективность данных иммунопрепаратов, связанную с 
уровнем экспрессии PD-L1, необходимо иммуногисто-
химическое определение уровня экспрессии PD-L1, при 
проведении которого выявляются объективные труд-
ности. Патолог, проводящий иммуногистохимическое 
исследование обязательно должен учитывать, что для 
разных клонов антител существуют различные способы 
оценки наличия положительного PD-L1-статуса РМП, 
так же, как и различные пороговые значения (cut-off). Су-
ществование этих различий вполне закономерно связано 
с особенностями фармакодинамики данных иммуннопре-
паратов.

Оба иммунопрепарата направлены на ингибирова-
ние взаимодействия PD-1/PD-L1, которое является клю-
чевым фактором регуляции работы T-лимфоцитов при 
иммунном противоопухолевом ответе [14], однако, меж-
ду ними есть существенные различия. 

Атезолизумаб - ингибитор PD-L1, локализующий-
ся на опухолевых и иммунных клетках микроокружения 
опухоли. Действие препарата заключается в блокиро-
вании взаимодействия лиганда PD-L1 с его рецептором 
PD-1, присутствующим на поверхности цитотоксических 
Т-клеток, что позволяет активизировать противоопухо-
левый иммунный ответ. В клиническом исследовании 
IMvigor211 определение экспрессии PD-L1 проводилось 
иммуногистохимическим методом с помощью монокло-

нальных антител SP142 (Ventana). Для оценки биомарке-
ров использовались архивные парафиновые блоки ткани 
опухоли, фиксированной формалином. PD-L1-статус опу-
холи в данном клиническом исследовании определяли по 
системе оценки ICTC: отношение площади, занимаемой 
иммунными клетками, экспрессирующими PD-L1 к пло-
щади опухоли, под которой понимали все жизнеспособ-
ные клетки опухоли, иммунные клетки микроокружения 
и гранулемы, умноженное на 100 и выраженное в про-
центах, пороговое значение (cut-off)  ≥5%.

Действие пембролизумаба по своей биологической 
сути аналогично действию атезолизумаба, и также за-
ключается в ингибировании взаимодействия PD-1/PD-
L1 и восстановлении эффективного противоопухолевого 
иммунного ответа. Но, в отличие от атезолизумаба, пем-
бролизумаб является ингибитором PD-1, рецептора им-
мунных клеток. В клиническом исследовании пемброли-
зумаба определение PD-L1 статуса опухоли проводилось 
иммуногистохимическим методом с помощью монокло-
нальных антител 22C3 (AgilentTechnologies) на тканях, 
фиксированных формалином и залитых в парафин. Ис-
пользовался закрытый набор для фармакодиагностики 
PD-L1 IHC 22C3 PharmDx (Dako, Inc.). В данном клини-
ческом исследовании использовалась иная система оцен-
ки - CPS: отношение как опухолевых, так и иммунных 
клеток (макрофагов или лимфоцитов), экспрессирующих 
PD-L1, ко всем жизнеспособным опухолевым клеткам в 
образце, умноженное на 100, пороговое значение (cut-off) 
≥10.

Таким образом, патолог, проводя иммуногистохи-
мическое исследование с целью определения PD-L1-
статуса РМП, в зависимости от того какой клон анти-
тел он будет использовать SP142 (Ventana) или 22C3 
(AgilentTechnologies), должен применять разные системы 
оценки PD-L1-статуса и различные пороговые значения 
(cut-off). 

Целью исследования, проведенного на базе кафе-
дры патологической анатомии ДПО ФГБОУ РМАНПО 
являлось сравнение результатов иммуногистохимиче-
ской оценки PD-L1-статуса РМП при использовании 
диагностических систем (22С3 и SP142) двух произво-
дителей (AgilentTechnologies и Ventana) с применением 
различных систем оценки результатов тестирования и 
пороговых значений, а также изучение сопоставимости 
результатов количественной оценки экспрессии PD-L1 
статуса. В связи с наличием различных систем оценки, 
применяемых при использовании разных клонов анти-
тел и соответственно, различных точек отсечения (cut-
off), принятых в настоящее время, нельзя однозначно 
утверждать, что негативный PD-L1-статус опухоли, опре-
деленный с помощью иммуногистохимической реакции 
с одним клоном антител, не окажется положительным 
при проведении иммуногистохимического исследования 
с другим клоном. Для патолога особенно проблематично 
интерпретировать PD-L1-статус при получении результа-
тов, близких к пороговым значениям (cut-off). Поэтому 
решение вопроса о целесообразности проведения до-
полнительного иммуногистохимического исследования 
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с другим клоном антител, при получении в предыдущем 
исследовании результатов, близких к пороговым значени-
ям (cut-off), для более достоверного определения PD-L1-
статуса при РМП также важно. 

Материалы и методы
Материалом для исследования послужили 60 об-

разцов операционного и биопсийного материала уроте-
лиального рака мочевого пузыря, предоставленных ка-
федрой патологической анатомии РМАНПО. Пациенты 
были преимущественно мужского пола - 90%, средний 
возраст (оба пола) - 64 года (29 - 87 лет). Распределение 
по стадии TNM (UICC, 2018): стадия Т1- 58,3% (35/60), 
Т2 – 38,3% (23/60), при этом T2a – 47,8% (11/23), а T2b 
– 52,2% (12/23), T3 – 3,3% (2/60), T3a – 50% (1/2), T3b 
– 50% (1/2). Распределение по степени дифференциров-
ки опухоли (WHO classification, 2016): low-grade – 41,7% 
(25/60), high-grade - 58,3%(35/60). Все парафиновые бло-
ки содержали достаточное количество материала для ис-
следования экспрессии белка 2 антителами с использова-
нием как позитивного, так и негативного контролей.

Исследование проводилось иммуногистохимиче-
ским методом с использованием набора PD-L1 IHC 22C3 
PharmDx (Dako, Inc.) и антител PD-L1 SP142 с системой де-
текции Opti View DAB IHC Detection Kitc амплификацией 
сигнала (VentanaMedicalSystems, Inc.). С каждого образца 
опухоли делали по 2 среза - один для нанесения первич-
ных антител и второй для реагента негативного контроля. 
В качестве контроля протокола исследования применяли 
стекла c образцами клеточных культур (NCL-H226 -пози-
тивная клеточная линия и MCF-7 - негативная клеточная 
линия), образцы ткани миндалины (для 22С3 и SP142) 
и плаценты (для SP142) в каждом цикле постановки 
реакции. Для всех антител применялся автоматизиро-
ванный метод иммуногистохимического исследования, 
для 22С3 исследование проводилось на автостейнере 
AvtostainerLink 48 (ASL48) (Dako, Inc.) с использованием 
оптимизированного закрытого протокола, заложенного в 
автоматизированную платформу. Для постановки реак-
ции с антителом SP142 (VentanaMedicalSystems, Inc.)  ис-
пользовался иммуногистостейнер VENTANA BenchMark 
ULTRA (VentanaMedicalSystems, Inc.) по протоколам, ре-
комендованным в инструкциях к антителам и системой 
внешнего контроля качества NordiQC. 

На первом этапе анализа оценивалась правильность 
окрашивания позитивных и негативных клеточных ли-
ний и позитивного тканевого контроля (ткань миндалины 
и плаценты). Затем проводили оценку иммуногистохи-
мических реакций на образцах уротелиального рака. Для 
каждого антитела оценивали визуально (ManualScoring) 
наличие фактической иммуногистохимической реакции 

как в опухолевых клетках, так и в иммунных клетках и 
оценивали PD-L1 статус опухоли по системам и их поро-
говым значениям (cut-off) рекомендованным в настоящее 
время для уротелиального рака мочевого пузыря. 

Для антитела 22С3 использовалась система оценки 
CPS: отношение как опухолевых, так и иммунных кле-
ток, экспрессирующих PD-L1, ко всем жизнеспособным 
опухолевым клеткам в образце, умноженное на 100, по-
роговое значение (cut-off) ≥10. 

Для антитела SP142 использовалась система оценки 
IC: отношение площади, занимаемой иммунными клет-
ками, экспрессирующими PD-L1 к площади опухоли, под 
которой понимают все жизнеспособные клетки опухоли, 
иммунные клетки микроокружения и гранулемы, умно-
женное на 100 и выраженное в процентах, пороговое зна-
чение (cut-off)  ≥5%. 

Также для каждого из антител мы учитывали точки 
отсечения, близкие к пороговым значениям для определе-
ния PD-L1 статуса. Для антитела 22С3 это было значение 
CPS равное 9.  Для антитела SP142 – значение IC, равное 
4%. В нашем исследовании мы решили интерпретировать 
определенный по подобным результатам (CPS 9 и IC 4%) 
PD-L1 статус как «пограничный».

В соответствии с рекомендациями по оценке ре-
зультатов экспрессии PD-L1 оценивалось только наличие 
мембранного окрашивания в опухолевых и иммунных 
клетках независимо от его интенсивности.

Все полученные препараты оценивались визуально 
независимо друг от друга 4 патологами и затем сканиро-
вались для создания цифрового архива изображений. При 
расхождении в оценке препаратов патологи принимали 
консенсусное решение.

Результаты и обсуждение
В нашем анализе значений PD-L1-статусов, уста-

новленных иммуногистохимическим методом с исполь-
зованием клонов 22C3 и SP142, существенных разли-
чий между этими двумя антителами выявлено не было 
(Табл.1).

При сравнении значений PD-L1-статуса, определен-
ного на одинаковых образцах, но с использованием раз-
ных клонов антител, основные отличия касались только 
тех случаев, которые были определены по результатам IC 
и CPS, близким к пороговым значениям.  Случай со зна-
чением CPS, равным 9, при постановке реакции с SP142 
имел IC 5%, таким образом, был установлен позитивный 
PD-L1-статус. В двух случаях с близкими к точкам от-
сечения IC 4% при постановке реакции с клоном 22C3 
были получены значения CPS 15 и 0, что позволило оце-
нить PD-L1-статус как позитивный и негативный соот-
ветственно (Табл.2), (Рис. 1-2 и Рис. 3-4 — рисунки к ста-

Табл. 1. Результаты значений PD-L1-статусов, определенных ИГХ-методом с клонами антител 22C3 и SP142.
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тье находятся на специальной цветной вставке журнала 
— прим. ред.).

Таким образом, негативный PD-L1-статус, установ-
ленный иммуногистохимическим методом с использова-
нием клонов 22C3 и SP142, при сравнении между собой 
в большинстве случаев совпадает, процент расхождений 
небольшой: с антителом 22C3 – ≈  5,45% (3/55), с антите-
лом SP142 ≈ 1,89% (1/53). Полное соответствие позитив-
ного PD-L1-статуса, определенного при использовании 
разных клонов антител, наблюдается при выраженных 
положительных значениях CPS и IC, соответственно. При 
получении близких к пороговым значениям для опреде-
ления PD-L1-статуса CPS и IC, расхождения интерпрета-
ции PD-L1-статуса установленного иммуногистохимиче-
ским методом, для обоих клонов антител наблюдаются в 
100% случаев (Табл.2).

Заключение
Иммунотерапия уротелиального РМП показала 

свою эффективность в международных клинических ис-
следованиях и в настоящее время активно применяется 
для лечения данной онкологической патологии во многих 
странах, в том числе и в России. Но для того, чтобы до-
биться клинического эффекта при использовании препа-
ратов-ингибиторов иммунных контрольных точек, необ-
ходима качественная и тщательная патоморфологическая 
диагностика, которая заключается в установлении PD-
L1-статуса опухоли иммуногистохимическим методом. 
Иммуногистохимическое исследование на сегодняшний 

день - единственный способ определения PD-L1-статуса, 
который только начинает внедряться в рутинную практи-
ку. При этом патологоанатом сталкивается с целым рядом 
трудностей и вопросов, которые будут в дальнейшем об-
суждаться и решаться профессиональным медицинским 
сообществом – как патологов, так и онкологов. В своей 
работе мы затронули вопрос целесообразности проведе-
ния дополнительного иммуногистохимического исследо-
вания с другим клоном антител при получении в преды-
дущем исследовании результатов, близких к пороговым 
значениям (cut-off) и ввели условный термин «погранич-
ный PD-L1-статус». На основе полученных результатов 
мы считаем, что для наиболее достоверного определения 
PD-L1-статуса уротелиального РМП, необходимо учиты-
вать, что при получении  близких к пороговым значений 
CPS или IC, целесообразно дополнительное  иммуноги-
стохимическое исследование с другим клоном с учетом 
того, какой иммуноонкологический препарат планиру-
ется для лечения. Отрицательные, а также выраженные 
положительные результаты CPS или IC, в большинстве 
случаев не требуют дополнительных исследований для 
своего подтверждения. ■
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Табл. 2. Соответствие значений CPS и IC, определен-
ных ИГХ-методом с клонами антител 22C3 и SP142 

(зеленый – значения, соответствующие позитивному 
PD-L1-статусу, лиловый - значения, соответствующие 
негативному PD-L1-статусу, оранжевый – значения, 
близкие к пороговым (cut-off) для определения PD-

L1-статуса). 
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Рисунок 1. ИГХ с применением клона 22C3. CPS = 15. 
Позитивный PD-L1-статус. х200

Рисунок 2. ИГХ с применением клона SP142. IC= 4%.  
Негативный («пограничный») PD-L1-статус. х200

Рисунок 3. ИГХ с применением клона 22C3. CPS = 9. 
Негативный («пограничный») PD-L1-статус. х200

Рисунок 4. ИГХ с применением клона SP142. IC = 
5%.  Позитивный PD-L1-статус. х200


	UMJ_2019_178_10_005
	UMJ_2019_178_10_035 4

