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Введение. трижды негативный рак молочной железы не имеет специфических точек приложения для химиотера-
пии и неблагоприятен по прогнозу течения. Одним из препаратов, широко применяемых у данной когорты больных, 
является эрибулин, обладающий, помимо антимитотического действия, влиянием на микроокружение опухоли. 
актуальным представляется поиск биологических критериев, которые позволят предсказать эффективность препа-
рата, что позволило бы отбирать пациентов, которым могут быть наиболее полезны определенные схемы терапии.
Цель исследования – выявить иммунологические предикторы терапевтической эффективности применения эрибу-
лина у пациентов с местно-распространенным или метастатическим трижды негативным раком молочной железы.
Материалы и методы. В исследование были включены 20 больных местно-распространенным и метастатическим 
трижды негативным раком молочной железы, у 50 % наблюдался короткий ответ (выживаемость без прогрессиро-
вания <3 мес) на терапию эрибулином, а у 50 % – длительный (выживаемость без прогрессирования >6 мес). 
мультиплексная иммунофлуоресценция была использована для определения субпопуляционного состава опухоль-
инфильтрирующих лимфоцитов и экспрессии ими PD1. Получение и анализ изображений были проведены с помо-
щью системы Vectra® 3.0 и программного обеспечения InForm® (Akoya Biosciences, сШа).
Результаты. Показано, что отношение количества PD1-отрицательных к количеству PD1-положительных CD20+ В-лим-
фоцитов <5,5 ассоциировано с длительной эффективностью применения эрибулина у пациентов с местно-распро-
страненным или метастатическим трижды негативным раком молочной железы.
Заключение. соотношение количества PD1-отрицательных и PD1-положительных CD20+ B-лимфоцитов можно 
рассматривать как возможный маркер для прогнозирования эффективности эрибулина у пациентов с местно-рас-
пространенным или метастатическим трижды негативным раком молочной железы.

Ключевые слова: рак молочной железы, эрибулин, опухолевое микроокружение
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Background. Triple negative breast cancer has no specific treatment sites for chemotherapy and is unfavorable in terms 
of prognosis. One of the drugs widely used in this cohort of patients is eribulin, which in addition to its antimitotic 
effect has an effect on the tumor microenvironment. The search for biological criteria that will allow predicting the 
effectiveness of the drug is assumed relevant since it will help to select patients who may receive the most benefit from 
certain therapy regimens.
Objective: identification of immunological predictors of the therapeutic effectiveness of eribulin in patients with lo-
cally advanced or metastatic triple-negative breast cancer.
Materials and methods. The study included 20 patients with locally advanced and metastatic triple negative breast 
cancer. 50 % had a short-term response (progression-free survival <3 months) to eribulin therapy, and 50 % had a long-
term response (progression-free survival >6 months). Seven-color immunofluorescence was used to determine the sub-
population composition of tumor-infiltrating lymphocytes and their PD1 expression. Image acquisition and analysis 
were performed using the Vectra® 3.0 system and InForm® software (Akoya Biosciences, USA).
Results. It has been shown that the ratio of the number of PD1-negative to PD1-positive CD20+ B-lymphocytes less 
than 5.5 associated with the long-term effectiveness of eribulin in patients with locally advanced or metastatic triple 
negative breast cancer.
Conclusion. The results showed that the ratio of the number of PD1-negative to PD1-positive CD20+ B-lymphocytes can 
be considered as a possible marker to predict the effectiveness of eribulin in patients with breast cancer.

Key words: breast cancer, eribulin, tumor microenvironment
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Введение
Основным цитотоксическим механизмом действия 

эрибулина мезилата (эрибулин) является прекращение 
деления клеток путем ингибирования удлинения мик-
ротрубочек [1]. Стоит отметить, что механизм действия 
эрибулина отличается от такового других антимито-
тических агентов, таких как таксаны или производные 

винкаалкалоидов [2]. Эрибулин связывается с конца-
ми микротрубочек и вызывает их сверхстабилизацию 
(т. е. вынужденное удлинение). Таксаны же действуют 
внутри микротрубочек и вызывают их укорочение пу-
тем деполимеризации. До настоящего времени пре-
имущество данного механизма действия остается не-
ясным [3]. Помимо антимитотического механизма 
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действия эрибулина выделяют другие. Так, на экспе-
риментальных моделях и клеточных культурах пока-
заны эрибулин-опосредованное подавление эпители-
ально-мезенхимального перехода опухолевых клеток 
[4], а также стимуляция сосудистого ремоделирования 
опухоли [5]. Описаны также эффекты эрибулина 
на опухолевое микроокружение. Наиболее распростра-
ненный индикатор для мониторинга иммунного отве-
та – доля опухоль-инфильтрирующих лимфоцитов 
(tumor-infiltrating lymphocytes, TILs) в строме опухо-
ли – описан как прогностический фактор и предиктор 
терапевтической эффективности эрибулина. Так, па-
циенты с трижды негативным раком молочной железы 
(РМЖ), имеющие высокий уровень TILs, демонстри-
ровали значительно большую продолжительность без-
рецидивной выживаемости, чем пациенты с низким 
уровнем TILs, при этом достоверных различий в про-
должительности безрецидивной выживаемости вне 
зависимости от молекулярно-генетического типа РМЖ 
или у пациентов, страдающих РМЖ, отличным от три-
жды негативного типа, обнаружено не было [6]. Пока-
зано влияние терапии эрибулином на изменение ста-
туса PD1 и экспрессии лимфоцитарных маркеров. 
Ответ на эрибулин был достоверно сопряжен со сме-
ной характера экспрессии PD-L1 и FOXP3 на проти-
воположный [7].

Свидетельства о том, что возможным механизмом 
противоопухолевого действия эрибулина является мо-
дификация микроокружения опухоли, позволяют рас-
сматривать параметры микроокружения в качестве 
возможных предикторов эффективности терапии эри-
булином параметры микроокружения опухоли.

Цель настоящего исследования – выявить имму-
нологические предикторы терапевтической эффектив-
ности химиотерапии эрибулином среди пациентов 
с местно-распространенным или метастатическим 
трижды негативным РМЖ.

Материалы и методы
В открытом ретроспективном многоцентровом об-

сервационном нерандомизированном ассоциативном 
исследовании после согласования с локальным этичес-
ким комитетом (№ 7 от 01.04.2019) при письменном 
согласии пациентов (п. 3, ст. 13 Федерального закона 
Российской Федерации № 323-Ф3 от 21 ноября 2011 г.) 
проведено взятие образцов инвазивного РМЖ паци-
ентов (n = 20), проходивших лечение в НИИ онкологии 
Томского НИМЦ, Санкт-Петербургском клиническом 
научно-практическом центре специализированных 
видов медицинской помощи (онкологическом), Сверд-
ловском областном онкологическом диспансере, 
 Алтайском краевом онкологическом диспансере, Ир-
кутском областном онкологическом диспансере, Го-
родском клиническом онкологическом диспансере  
г. Санкт-Петербурга. Критериями включения пациен-

тов в исследование являлись возраст пациентов старше 
18 лет, гистологическое подтверждение инвазивной 
карциномы молочной железы неспецифического типа, 
трижды негативный молекулярно-биологический под-
тип. Предшествующая терапия должна была включать 
антрациклины и препараты таксанового ряда в адъю-
вантном или метастатическом режиме терапии. Пред-
шествующая терапия должна была включать эрибулин 
по поводу распространенного заболевания. Были 
сформированы 2 группы: пациенты с длительным от-
ветом на терапию эрибулином (выживаемость без про-
грессирования >6 мес) (n = 10) и с коротким ответом 
на терапию эрибулином (выживаемость без прогрес-
сирования <3 мес) (n = 10). Были оценены клинико-
патологические характеристики пациентов, включая 
возраст, размер опухоли, степень злокачественности, 
стадию, наличие гематогенных метастазов.

Гистологическая оценка. Все гистопатологические 
параметры, использованные в этом исследовании, бы-
ли получены из исходных патологоанатомических 
 заключений и карт больных и рассмотрены 2 неза-
висимыми патологами. Количественная оценка TILs 
в образцах опухоли проводилась с использованием 
Руководства международной рабочей группы по оцен-
ке TILs от 2018 г. [8].

TSA-ассоциированное мультиплексное иммунофлу-
о ресцентное исследование. Анализ субпопуляционного 
состава TILs и экспрессии ими белков PD1 и PD-L1 
проводили с помощью метода TSA-ассоциированной 
мультиплексной иммунофлуоресценции. Автоматизи-
рованная система количественной визуализации 
Vectra® 3.0 (Akoya Biosciences, США) использовалась 
для получения изображений, а программное обеспе-
чение InForm® (Akoya Biosciences, США) – для выпол-
нения анализа изображений. В программном обеспе-
чении InForm® для фенотипирования использовался 
подход машинного обучения для идентификации 
и классификации клеток. В каждом образце были про-
анализированы изображения всего препарата за ис-
ключением областей с артифициальным окрашивани-
ем или плохим качеством. Использовалась следующая 
панель антител: против CD3 (Dako, 4B12), против CD8 
(Biocare, SP16), против CD20 человека (Biocare Medi-
cal, L26), против PD1 (Origene, UMAB199), против FOXP3 
(Biocare, 236A / E7), против PD-L1 (Ventana, SP142). 
Доля клеток рассчитывалась в процентах от числа всех 
TILs.

Статистический анализ. Статистический анализ был 
проведен с помощью пакетов программ Statistica 12 
(StatSoft Inc.) и Prism 9 (GraphPad). Статистические 
сравнения проводились с использованием критерия 
Манна–Уитни или Краскела–Уоллиса для независи-
мых непараметрических переменных. Для категори-
альных переменных использовался точный критерий 
Фишера. ROC-анализ был использован для оценки 
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прогностической эффективности признака. Рассчи-
тывалась площадь под кривой (AUC), доверительный 
интервал (ДИ), а также значения чувствительности 
и специфичности для определения точности критерия. 
Однофакторный и многофакторный регрессионный 
анализ был использован для оценки предиктивной 
значимости параметров. Все значения p были двусто-
ронними, а значения <0,05 считались статистически 
значимыми.

Результаты
Когорты пациентов с коротким и длительным от-

ветом на терапию эрибулином были сопоставимы 
по клиническим характеристикам и патологическим 
параметрам опухоли (табл. 1).

Таблица 1. Характеристика пациентов (n = 20, все с трижды негатив-
ным раком молочной железы)

Table 1. Patient characteristics (n = 20, all with triple negative breast cancer)

Показатель 
Parameter

Длительный 
ответ (n = 10) 

Long-term 
response (n = 10) 

Короткий от-
вет (n = 10) 

Short-term 
response (n = 10) 

Возраст, лет 
Age, years

57 (37–78) 56 (28–76) 
p = 0,476

Размер первичной 
опухоли, см 
Primary tumor size, cm

2,4 (1,3–4,7) 2,9 (1,5–4,4) 
p = 0,569

Степень злокачест-
венности, n (%): 
Grade of malignancy, n (%):

1
2
3

0
3 (30,0)
7 (70,0) 

0
2 (20,0)
8 (80,0) 

p >0,9999

Стадия, n (%): 
Stage, n (%):

I
II

III

IV

0
4 (40,0)

3 (30,0)

3 (30,0) 

0
3 (30,0) 

p >0,9999
3 (30,0) 

p >0,9999
4 (40,0) 

p >0,9999

Гематогенные мета-
стазы, n (%) 
Hematogenous 
metastases, n (%) 

6 (60,0) 5 (50,0) 
p >0,9999

В исследовании был определен уровень TILs, экс-
прессирующих и не экспрессирующих PD1, в изучае-
мых когортах пациентов (рис. 1).

Различий в уровне TILs, экспрессирующих и не экс-
прессирующих PD1, у пациентов с коротким и дли-
тельным ответом на терапию эрибулином обнаружено 
не было. В исследовании определялись следующие 
субпопуляции лимфоцитов: CD8+ цитотоксические 

лимфоциты, FoxP3+ Т-регуляторные (Treg) – лимфо-
циты, другие CD3+ Т-лимфоциты и CD20+ В-лимфо-
циты (рис. 2).

Во всех рассмотренных случаях встречались 
CD8-лимфоциты и Т-регуляторные лимфоциты. В -лим-
фоциты с одинаковой частотой встречались в группах 
пациентов в зависимости от эффективности тера-
пии эрибулином (в 80,0 % (8 / 10) случаев у пациен-
тов с длительным ответом на терапию эрибулином 
и в 100 % (10 / 10) случаев у пациентов с коротким от-
ветом, р = 1,000).

Количество клеток различных субпопуляций лим-
фоцитов не различалось в зависимости от ответа па-
циентов на терапию эрибулином (см. рис. 2). Затем 
было рассчитано отношение клеток определяемых 
субпопуляций без экспрессии PD1 к клеткам, экспрес-
сирующим PD1 на своей поверхности (рис. 3).

Рис. 1. Уровень TILs, экспрессирующих и не экспрессирующих PD1, 
у пациентов с коротким и длительным ответом на терапию эрибули-
ном: а – PD1-отрицательные TILs; б – PD1-положительные TILs

Fig. 1. Levels of TILs expressing and not expressing PD1 in patients with 
a short-term and long-term response to eribulin therapy: а – PD1-negative 
TILs; б – PD1-postitve TILs
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Рис. 2. Субпопуляционный состав лимфоцитов (CD8+ (А), CD3+ (Б), CD20+ (В) и Foxp3+ (Г)) в микроокружении опухоли больных с длительным 
и коротким ответом на терапию эрибулином

Fig. 2. Subpopulation composition of lymphocytes (CD8+ (A), CD3+ (Б), CD20+ (В) and Foxp3+ (Г)) in the tumor microenvironment of patients with a long- 
term and short-term response to eribulin therapy

Рис. 3. Отношение количества клеток инфильтрата без экспрессии PD1 к клеткам, экспрессирующим PD1 на своей поверхности, в зависимости 
от ответа пациентов на терапию эрибулином

Fig. 3. The ratio of the number of cells of the infiltrate without PD1 expression to cells expressing PD1 on their surface depending on the response of patients 
to eribulin therapy
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Рис. 4. ROC-кривая значимости отношения количества PD1-отрицатель-
ных CD20+ лимфоцитов к количеству PD1-положительных CD20+ лим-
фоцитов в качестве предиктора эффективности терапии эрибулином

Fig. 4. ROC curve of the significance of the ratio of the number of PD1-ne-
gative CD20+ lymphocytes to the number of PD1-positive CD20+ lympho-
cytes as a predictor of the effectiveness of eribulin therapy

Было показано, что отношение количества CD20+ 
лимфоцитов без экспрессии PD1 к CD20+ лимфоци-
там, экспрессирующим PD1 на своей поверхности, 
было меньше у больных с длительным ответом на те-
рапию эрибулином по сравнению с больными, име-
ющими короткий ответ (2,19 (1,02–3,39) и 8,87 (4,97–100) 
соответственно, p = 0,0068). Для оценки предиктивной 
ценности обнаруженного различия и порогового зна-
чения параметра был проведен ROC-анализ (рис. 4).

Было показано, что отношение количества CD20+ 
лимфоцитов без экспрессии PD1 к клеткам, экспрес-
сирующим PD1 на своей поверхности, ассоциировано 
с вариантом ответа на терапию эрибулином у пациен-
тов с трижды негативным РМЖ. Площадь под кривой 
составила 0,85 (95 % ДИ 0,66–1,00; р = 0,0082), а по-
роговое значение эффективности предсказательного 
маркера (отношения количества PD1-отрицательных 
CD20+ лимфоцитов к количеству PD1-положительных 
CD20+ лимфоцитов) равнялось 5,5. Чувствительность 
предиктивного критерия составила 80,0 %, а специ-
фичность – 90,0 %.

У пациентов, в ткани первичной опухоли которых 
отношение количества PD1-отрицательных CD20+ 
лимфоцитов к количеству PD1-положительных CD20+ 
лимфоцитов было >5,5, длительный эффект терапии 
эрибулином наблюдался в 20,0 % (2 / 10) случаев, 
в то время как у пациентов, имевших значение данного 
параметра <5,5, – в 90,0 % (9 / 10) (р = 0,0027). При этом 
относительный риск короткого ответа на терапию эри-
булином при отношении количества PD1-отрицательных 
CD20+ лимфоцитов к количеству PD1-положительных 
CD20+ лимфоцитов >5,5 составил 8,00 (95 % ДИ 1,21–
52,69).

Для оценки предиктивной ценности клинических, 
патологических и иммунологических параметров ис-
пользовался однофакторный и многофакторный рег-
рессионный анализ (табл. 2). Изучаемые параметры 
были последовательно испытаны в качестве предик-
торов эффективности терапии эрибулином в однофак-
торном регрессионном анализе. Далее все параметры, 
показавшие свою статистическую значимость, были 
включены в многофакторный анализ для подтвержде-
ния предиктивной состоятельности.

При проведении однофакторного регрессионного 
анализа выявлено, что с длительным ответом на тера-
пию эрибулином ассоциированы такие факторы, 
как сохранное состояние менструальной функции, 
параметр Т1–2 и отношение количества PD1-отрица-
тельных CD20+ лимфоцитов к количеству PD1-поло-
жительных CD20+ лимфоцитов <5,5. Однако много-
факторный регрессионный анализ подтвердил 
потенциальную предиктивную значимость только 
параметра отношения количества PD1-отрицательных 
CD20+ лимфоцитов к количеству PD1-положительных 
CD20+ лимфоцитов (р = 0,024).
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Обсуждение
Поиск дополнительных критериев прогноза эф-

фективности терапии эрибулином у больных РМЖ 
является актуальным. В нашем исследовании мы оце-
нивали предиктивную значимость иммунологических 
параметров микроокружения опухоли как маркеров 
терапевтической эффективности применения эрибу-
лина у пациентов с местно-распространенным или 
метастатическим трижды негативным РМЖ. Известно, 
что высокий уровень TILs у больных трижды негатив-
ным РМЖ сопряжен с лучшей общей выживаемостью 
(отношение рисков 0,58 (95 % ДИ 0,48–0,71)) и выжи-
ваемостью без болезни (отношение рисков 0,66 (95 % 
ДИ 0,57–0,76)) [9]. Более того, подобная связь спра-
ведлива для TILs, экспрессирующих PD1. Полагают, 
что экспрессия PD1 указывает на повышенную имму-
нологическую противоопухолевую активность и явля-
ется благоприятным прогностическим признаком [10]. 
Однако в нашем исследовании уровень TILs не разли-
чался у пациентов с длительным и коротким ответом 
на терапию эрибулином, как не различалась и частота 
встречаемости различных субпопуляций лимфоци-
тов, при этом значение имело отношение количества 
PD1-отрицательных к количеству PD1-положитель ных 
В-лимфоцитов. Бо́льшая доля PD1-положительных 
 В-лимфоцитов в микроокружении опухоли являлась 
независимым предиктором длительного ответа на те-
рапию эрибулином у больных местно-распространен-
ным или метастатическим трижды негативным РМЖ. 
Известно, что эрибулин обладает иммуномодулирующим 
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эффектом в ткани опухоли. Показано, что терапия 
эрибулином приводит к снижению количества Т-ре-
гуляторных лимфоцитов и М2-макрофагов, а кроме 
того, может вызывать смену PD-L1 статуса опухоли 
с положительного на отрицательный [7]. Наличие В-
лимфоцитов в микроокружении является свидетель-
ством течения неблагоприятной иммуновоспалитель-
ной реакции Th2-типа. Судя по большему количеству 
функционально неактивных В-лимфоцитов, экспрес-
сирующих PD1, в группе пациентов с лучшей выжи-
ваемостью, возможно предположить, что мишенью 
действия эрибулина является неблагоприятная имму-
новоспалительная реакция Th2-типа, проявления ко-
торой подавляются препаратом. Проведенное нами 
исследование позволило выявить возможный простой 

Таблица 2. Однофакторный и многофакторный регрессионный анализ значимости клинических, патологических и иммунологических параметров 
как предикторов длительного ответа на терапию эрибулином у больных с местно-распространенным или метастатическим трижды негативным 
раком молочной железы

Table 2. Univariate and multivariate regression analysis of the significance of clinical, pathological and immunological parameters as predictors of long-term 
response to eribulin therapy in patients with locally advanced or metastatic triple-negative breast cancer

Параметр 
Parameter

Однофакторный анализ 
Univariate analysis

Многофакторный анализ 
Multivariate analysis

Отношение 
шансов 

Odds ratio

95 % доверитель-
ный интервал 

95 % confidence interval
р

Отношение 
шансов 

Odds ratio

95 % доверитель-
ный интервал 

95 % confidence interval
р

Менструальная функция (менопауза 
против сохранной) 
Menstrual function (menopause vs preserved) 

19,60 2,25–167,23 0,009 2,54 0,41–15,87 0,398

Параметр Т (3–4 против 1–2) 
T parameter (3–4 vs 1–2) 

3,02 1,10–9,19 0,032 0,78 0,45–2,86 0,287

Параметр N (1–3 против 0) 
N parameter (1–3 vs 0) 

1,00 0,67–3,08 1,000  – 

Параметр М (1 против 0) 
M parameter (1 vs 0) 

0,18 0,01–1,98 0,245  – 

Уровень Ki-67 (>50 против <50) 
Ki-67 level (>50 vs <50) 

0,81 0,76–1,17 0,998  – 

Неоадъювантная терапия 
(«есть» против «нет») 
Neoadjuvant therapy (yes vs no) 

0,34 0,02–4,52 0,367  – 

Отношение количества PD1– CD20+ 
лимфоцитов к количеству PD1+ CD20+ 
лимфоцитов (>5,5 против <5,5) 
The ratio of the number of PD1– CD20+ 
lymphocytes to PD1+ CD20+ lymphocytes 
(>5.5 vs <5.5) 

6,00 1,54–43,11 0,012 15,32 1,66–158,33 0,024

предиктивный критерий эффективности терапии эри-
булином у больных местно-распространенным или 
метастатическим трижды негативным РМЖ. Для под-
тверждения предиктивной ценности обнаруженного 
маркера требуется проведение проспективных иссле-
дований.

Заключение
Исследование показало, что с чувствительностью 

80,0 % и специфичностью 90,0 % эффективность те-
рапии эрибулином при трижды негативном инвазив-
ном РМЖ можно прогнозировать на основе оценки 
соотношения количества PD1-отрицательных и PD1-по-
ложительных В-лимфоцитов в микроокружении опу-
холи.
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