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Резюме. Введение. Известно, что М1 и М2 макрофаги микроокружения при раке молочной железы 
(РМЖ) способны экспрессировать белок запрограммированной клеточной гибели 1 (programmed cell 
death protein 1, PD-1) и лиганд запрограммированной клеточной гибели 1 (programmed cell death ligand 
1, PD-L1), что может определять исход заболевания, а также ответ опухоли на лечение, в частности 
иммунотерапию. Тем не менее макрофагальный состав микроокружения рака молочной железы и его 
взаимосвязь с различными клинико-патологическими характеристиками изучены фрагментарно. Цель 
исследования – выявить особенности экспрессии PD-1 и PD-L1 на М1 и М2 макрофагах у пациенток 
с РМЖ в зависимости от менструальной функции, размера опухоли, молекулярного подтипа, лимфо-
генного и гематогенного метастазирования. 
Материалы и методы. В исследование были включены 19 пациенток с диагнозом «рак молочной желе-
зы». С помощью семицветной мультиплексной TSA (tyramide signal amplification)-модифицированной 
иммуногистохимии идентифицированы М1 макрофаги (CD68+CD163–CD3–CKAE1/3–) и М2 макро-
фаги (CD68+/–CD163+CD3–CKAE1/3–), а также оценена экспрессия на них PD-1 и PD-L1.
Результаты. Макрофагальный состав микроокружения РМЖ вариабелен по экспрессии PD-1 и PD-L1, 
причем она более свойственна М1 макрофагам и не зависит от молекулярного подтипа опухоли и воз-
никновения гематогенных метастазов. При этом у пациенток с опухолями, соответствующими по 
размеру Т2, относительное количество макрофагов с фенотипами PD1–PDL1+ M1 и PD1+PDL1+ M2 
было выше, чем при Т1. Различия в макрофагальном составе обнаружены у пациенток в зависимости 
от вовлечения в процесс лимфатических узлов. В группе пациенток без лимфогенного метастазиро-
вания в опухолях практически отсутствовали М2 макрофаги с экспрессией PD-1 в отличие от группы 
с метастазами в лимфатических узлах.
Заключение. Для рака молочной железы показано фенотипическое разнообразие макрофагов в микро-
окружении опухоли, а также обнаружены межперсональные различия в макрофагальном составе 
новообразований. Исходно разный состав макрофагов характерен для пациенток с разным размером 
опухоли и разной вовлеченностью в процесс лимфатических узлов.
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microenvironment in breast cancer patients: association  
with clinical and pathological parameters
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Abstract. Introduction. M1 and M2 macrophages in the tumor microenvironment are known to express pro-
grammed cell death protein 1 (PD-1) and programmed cell death ligand 1 (PD-L1). It can determine disease 
outcomes and tumor response to treatment including immunotherapy. However, the macrophage composition 
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Введение
Рак молочной железы (РМЖ) является одним из 

самых распространенных злокачественных новообра-
зований. По данным ВОЗ, в 2020 году РМЖ был диаг-
ностирован у 2,3 миллиона женщин во всем мире [1]. 
Терапию и прогноз РМЖ во многом определяют свой-
ства опухоли, например молекулярный подтип, размер 
и степень злокачественности [2]. Тем не менее течение 
заболевания, в том числе вероятность прогрессии и ме-
тастазирования, будет зависеть также от клеточного со-
става микроокружения опухоли, который существенно 
влияет на поведение опухолевых клеток [3].

Микроокружение опухоли включает различные 
типы клеток: лимфоциты, макрофаги, нейтрофилы, 
дендритные клетки и фибробласты [4]. Макрофаги 
обнаруживаются достаточно часто среди иммуноци-
тов, инфильтрирующих опухоль. Макрофаги принято 
подразделять на две группы – классически активиро-
ванные М1 и альтернативно активированные М2. M1 
макрофаги секретируют провоспалительные цитокины, 
такие как IL-12, TNF-α, CXCL-10 и IFN-γ, а также про-
дуцируют высокие уровни NOS, в то время как М2 
макрофаги секретируют противовоспалительные цито-
кины – IL-10, IL-13 и IL-4 и экспрессируют аргиназу-1, 
маннозный рецептор (CD206) и scavenger-рецептор 
(CD163) [5]. CD68 считается общим макрофагальным 
маркером, поскольку экспрессируется и М1, и М2 мак-
рофагами [6].

М1 макрофаги способны уничтожать опухолевые 
клетки посредством прямой и антителозависимой кле-

точно опосредованной цитотоксичности [7]. М2 ма-
крофаги способствуют метастазированию опухоли, ан-
гиогенезу и ингибируют опосредованный Т-клетками 
противоопухолевый иммунный ответ, что приводит 
к прогрессированию заболевания [3]. Стоит отметить, 
что М1 и М2 макрофаги обладают выраженной пла-
стичностью и могут переходить из одного состояния 
в другое в ответ на сигналы микроокружения или те-
рапию [8].

Преобладание в строме опухоли М2 макрофагов 
считается прогностическим маркером опухолевой про-
грессии. Метаанализ, объединивший 16 исследований 
и 4541 пациента с РМЖ, показал, что обильная инфиль-
трация опухоли М2 макрофагами связана с отрицатель-
ным статусом рецепторов эстрогена и прогестерона, 
высокой степенью злокачественности и большей ве-
роятностью сосудистой инвазии опухоли [6]. 

Показано, что макрофаги микроокружения опухоли 
экспрессируют белок запрограммированной клеточ-
ной гибели 1 (programmed cell death protein 1, PD-1) [9]  
и/или лиганд запрограммированной клеточной гибе-
ли 1 (programmed cell death ligand 1, PD-L1) [10]. Хоро-
шо известен результат взаимодействия PD-1 Т-клетки 
и PD-L1 опухолевой клетки. PD-1/PD-L1 представляет 
собой важную иммунную контрольную точку, приво-
дящую к анергии Т-клеток. Кроме того, PD-L1 может 
защищать опухолевые клетки от опосредованного ци-
тотоксическими Т-лимфоцитами цитолиза без пере-
дачи сигналов PD-1 в Т-клетках [11]. При этом роль  
PD-1/PD-L1 в макрофагах имеет определенные 

of the breast cancer microenvironment and its relation to various clinical and pathological features have been 
only partially studied. The aim of the study was to detect the PD-1 and PD-L1 expression features in M1 
and M2 macrophages in breast cancer patients depending on menstruation, tumor size, molecular subtype, 
lymph node metastases, and hematogenous metastases.
Materials and methods. The study included 19 patients with breast cancer. Using seven-color multiplex 
TSA-modified immunohistochemistry, we identified M1 macrophages (CD68+CD163–CD3–CKAE1/3–), 
M2 macrophages (CD68+/–CD163+CD3–CKAE1/3–), and PD-1 and PD-L1 expression in the macrophages.
Results. The macrophage composition of the breast carcinoma microenvironment varies in PD-1 and PD-L1 
expression. M1 macrophages are more characteristic to show their expression, and it does not depend on 
the molecular subtype and the presence of hematogenous metastases. Simultaneously, the relative number 
of macrophages with phenotypes PD1–PDL1+ M1 and PD1+PDL1+ M2 was higher in patients with tumor 
size corresponding to T2 compared to T1. Differences in macrophage composition were found in patients 
depending on the lymph node involvement. Patients without lymph node metastases had virtually no PD-1 
expression in M2 macrophages in contrast to patients with them.
Conclusion. Breast cancer was shown to have phenotypic variety of macrophages in the tumor microen-
vironment. Moreover, macrophage composition was diverse in different individuals. Initially, a different 
composition of macrophages is characteristic of patients with different tumor sizes and different lymph 
node involvement.
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 особенности. Например, предполагается взаимосвязь 
между PD-1/PD-L1 и поляризацией макрофагов, что 
приводит к изменению секреции цитокинов и экспрес-
сии поверхностных маркеров в макрофагах [12]. Мно-
гие аспекты роли PD-1 и PD-L1, экспрессирующихся 
на макрофагах, также требуют уточнения для лучшего 
понимания механизмов действия и причин неэффек-
тивности иммунотерапии ингибиторами иммунных 
контрольных точек.

Таким образом, целью данного исследования ста-
ло изучение особенностей макрофагального состава 
микроокружения опухоли и определение его взаимо-
связи с клинико-патологическими характеристиками 
пациенток с раком молочной железы. 

 
Материалы и методы

В исследование были включены 19 пациенток 
с гистологически верифицированным диагнозом 
«инвазивная карцинома молочной железы неспец-
ифического типа» (T1–3N0–1M0, возраст от 43 до 
78 лет), проходивших лечение на базе НИИ онколо-
гии Томского НИМЦ. Пациентки получали терапию 
в соответствии с клиническими рекомендациями. 

Клинико-патологические характеристики пациенток 
представлены в таблице 1.

В работе использованы данные мультиплексной TSA 
(tyramide signal amplification)-модифицированной им-
муногистохимии (ИГХ) срезов тканей (рис. 1). Срезы 
были получены из фиксированной формалином и зали-
той парафином ткани первичной опухоли молочной же-
лезы. Депарафинизацию, демаскировку и окрашивание 
ткани проводили автоматически с применением имму-
ностейнера BOND RXm (Leica Biosystems, Германия). 
TSA-модифицированная ИГХ в отличие от обычной 
дает возможность исследовать в ткани одновременно 
экспрессию нескольких белков. Для исследования была 
составлена панель маркеров: PD-1, CD68, PD-L1, CD3, 
CD163 и CKAE1/3. Окрашивание каждого среза вклю-
чало шесть циклов. Каждый цикл состоял из следующих 
этапов: присоединение первичного антитела к эпитопу 
ткани, добавление вторичных антител с HRP (horseradish 
peroxidase) и флуоресцентной метки с тирамидом, ак-
тивация тирамидов, конъюгация метки с тирозиновы-
ми остатками вблизи эпитопа и удаление комп лекса 
антител. Для  окрашивания использовали  набор Opal 
7-color Automation IHC Kit (Akoya Bioscience, США).  

Таблица 1 | Table 1
Клинико-патологические характеристики пациенток | Clinical and pathological characteristics of the patients

Параметры | Parameters Частота, n (%) |  
Frequency, n (%)

Возраст, лет | Age, years <50 5/19 (26,3%)

>50 14/19 (73,7%)

Менструальная функция | Menstruation менопауза | menopause 14/19 (73,7%)

сохранена | yes 5/19 (26,3%)

Неоадъювантная химиотерапия |
Neoadjuvant chemotherapy

нет | no 17/19 (89,5%)

нет данных | no data 2/19 (10,5%)

Молекулярный подтип |
Molecular subtype

люминальный А | luminal A 6/19 (31,6%)

люминальный В (HER2–) | luminal B (HER2–) 9/19 (47,4%)

трижды негативный | triple-negative 4/19 (21,0%)

Категория Т (размер первичной опухоли) |  
T category (primary tumor size)

1 8/19 (42,1%)

2 9/19 (47,3%)

3 1/19 (5,3%)

нет данных | no data 1/19 (5,3%)

Лимфогенные метастазы |
Lymph node metastases

нет | no 12/19 (63,1%)

есть | yes 6/19 (31,6%)

нет данных | no data 1/19 (5,3%)

Гематогенные метастазы |
Hematogenous metastases

нет | no 14/19 (73,7%)

есть | yes 4/19 (21,0%)

нет данных | no data 1/19 (5,3%)
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Первичные антитела включали anti-PD-1 (Cell Marque, 
США, клон NAT105, 1:100), anti-CD68 (Agilent Dako, 
США, клон KP1, 1:5), anti-PD-L1 (Ventana, США, клон 
SP142, 1:50), anti-CD3 (Agilent Dako, США, поли-
клональные, 1:5), anti-CD163 (Diagnostic Biosystems, 
США, клон 10D6, 1:100), anti-CKAE1/3 (Agilent Dako, 
США, клон AE1/AE3, 1:20). Визуализация в ткани PD-1 
осуществлялась с помощью Opal520 (1:150), CD68 – 
Opal540 (1:150), PD-L1 – Opal570 (1:150), CD3 – Opal620 
(1:150), CD163 – Opal650 (1:150), CKAE1/3 – Opal690 
(1:150). Для окрашивания ядер применяли ProLong 
Diamond Antifade Mountant with DAPI (Invitrogen, 
Thermo Fisher Scientific Inc., США). Окрашенные сре-
зы сканировали и анализировали репрезентативные 
области, содержащие участки опухоли и стромы, с ис-
пользованием системы мультиплексного анализа ткани 
Vectra 3.0.3 (PerkinElmer, США). Анализ полученных 
изображений проводили с использованием програм-
мы inForm 2.4.2. Для каждого комплекса маркер-Opal 
были созданы спектральные библиотеки, затем про-
ведено исключение аутофлуоресценции изображений 
с помощью неокрашенной контрольной ткани опухоли 
молочной железы. Фенотип М1 макрофагов определял-
ся как CD68+CD163–CD3–CKAE1/3–, М2 макрофа-
гов – как CD68+/–CD163+CD3–CKAE1/3–, лимфоци-
тов – как CD68–CD163–CD3+CKAE1/3–,  опухолевых 

клеток – как CD68–CD163–CD3–CKAE1/3+. На макро-
фагах была оценена экспрессия PD-1 и PD-L1 и выде-
лено восемь фенотипов: PD1–PDL1– M1, PD1+PDL1– 
M1, PD1–PDL1+ M1, PD1+PDL1+ M1, PD1–PDL1– M2, 
PD1+PDL1– M2, PD1–PDL1+ M2, PD1+PDL1+ M2.

В 4–5 полях зрения подсчитывали абсолютное ко-
личество макрофагов каждого из изучаемых феноти-
пов, а также лимфоцитов, располагающихся в строме 
и среди опухолевых клеток. Относительные количества 
макрофагов и лимфоцитов подсчитаны как проценты 
от суммы всех клеток стромы. Относительные коли-
чества М1 и М2 макрофагов приведены в виде про-
центов от суммы всех макрофагов стромы. Для оценки 
макрофагальной формулы микроокружения каждый из 
фенотипов макрофагов был представлен как процент 
от суммы М1 или М2 макрофагов.

Статистическая обработка проведена в программах 
Statistica 12 (StatSoft, США) и Prism 8.0.1. (GraphPad, 
США). Все количественные данные были представле-
ны в виде Me (Q1; Q3), поскольку не подчинялись нор-
мальному закону распределения. Для сравнения двух 
или трех независимых групп применялись непарамет-
рические критерии Манна–Уитни или Крас кела–Уол-
лиса, соответственно. При сравнении двух зависимых 
групп использовался непараметрический критерий 
Уилкоксона. Сравнение двух или трех групп по каче-
ственному признаку было проведено с помощью кри-
терия хи-квадрат. Результаты представлены в виде n/N 
(%). При проведении корреляционного анализа приме-
нен непараметрический критерий Спирмена. Различия 
считали статистически значимыми при р<0,05.

Исследование одобрено комиссией по биоэтике 
НИИ онкологии Томского национального исследова-
тельского медицинского центра Российской академии 
наук (протокол № 7 от 25.08.2020). Все пациентки под-
писали информированное согласие на участие в ис-
следовании.

Результаты
Как М1, так и М2 макрофаги были обнаружены 

в карциномах 100% включенных в исследование паци-
енток (19/19). Относительное количество макрофагов 
в микроокружении опухоли от общего количества не-
опухолевых элементов составило 12,1% (8,5; 15,7). Бо-
лее половины макрофагов имело фенотип М2 – 66,6% 
(63,4; 86,5), а доля М1 составила 33,4% (13,5; 36,6) 
(p<0,0001).

PD1–PDL1– М1 и М2 макрофаги присутствова-
ли в микроокружении опухоли у 100% пациенток. 
PD1+PDL1– М1 макрофаги обнаруживались чаще, чем 
PD1+PDL1– М2 макрофаги. PD1–PDL1+ М1 и М2, а 
также PD1+PDL1+ М1 и М2 фенотипы присутствовали 
у большинства пациенток, причем их частота встреча-
емости не различалась (табл. 2).

Большинство М2 макрофагов микроокружения 
при РМЖ не имеет экспрессии PD-1 и PD-L1 в отли-
чие от М1. Согласно составленной макрофагальной 

Рис. 1.  М1 и М2 макрофаги, а также экспрессия ими PD-L1 
и PD-1 в микроокружении опухоли молочной железы. 
TSA-модифицированная ИГХ, ×400. PD-1 – красный, 
CD68 – голубой, PD-L1 – зеленый, CD3 – пурпурный, 
CD163 – желтый, CK AE1/AE3 – белый, DAPI – синий. 

 Пурпурный круг – CD3+ лимфоциты, желтый круг – 
PD1–PDL1+ М2 макрофаг, белый круг – опухолевые 
клетки, голубой круг – PD1–PDL1– М1 макрофаг

Fig. 1.  M1 and M2 macrophages expressing PD-L1 and PD-1 
in the tumor microenvironment in breast carcinoma.  
TSA-modified IHC, ×400. PD-1 – red, CD68 – cyan,  
PD-L1 – green, CD3 – purple, CD163 – yellow,  
CK AE1/AE3 – white, DAPI – blue. 

 Purple circle: CD3+ lymphocytes, yellow circle:  
PD1–PDL1+ M2 macrophage, white circle: tumor cells, 
cyan circle: PD1–PDL1– M1 macrophage
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 формуле, для М1 макрофагов более характерна экс-
прессия PD-1 или/и PD-L1 (табл. 3).

Анализ связи между относительными количества-
ми М1 макрофагов и М2 макрофагов с учетом экс-
прессии ими PD-1 или/и PD-L1 показал прямую связь 
количества PD1–PDL1– М1 и PD1–PDL1– М2 (r=0,79; 
p=0,000), PD1–PDL1+ М1 и PD1–PDL1+ М2 (r=0,57; 
p=0,011), а также PD1+PDL1+ М1 и PD1–PDL1+ 
М2 (r=0,64; p=0,003). Обратная связь была показана 
для количества PD1–PDL1– М1 и PD1–PDL1+ М2  
(r=–0,75; p=0,000), PD1–PDL1– М1 и PD1+PDL1+ М2 
(r=–0,50; p=0,030), PD1–PDL1+ М1 и PD1–PDL1– М2 
(r=–0,50; p=0,029), PD1+PDL1+ М1 и PD1–PDL1– 
М2 (r=–0,68; p=0,001) (рис. 2). Сильная взаимо-
связь наблюдалась между двумя парами фенотипов:  
PD1–PDL1– М1 и PD1–PDL1– М2, PD1–PDL1– М1 
и PD1–PDL1+ М2. Примечательно, что прямую вза-

имосвязь имели только те фенотипы М1 и М2 ма-
крофагов, которые экспрессировали PD-L1 незави-
симо от экспрессии PD-1. Иск лючение составляла 
положительная связь между М1 и М2 макрофагами, 
не экспрессирующими ни PD-1, ни PD-L1. Пере-
крестная отрицательная связь наблюдалась между 
не экспрессирующими PD-1 и PD-L1 М1 и экспрес-
сирующими PD-L1 М2, а также между не экспрес-
сирующими PD-1 и PD-L1 М2 и экспрессирующими 
PD-L1 М1. Отрицательная связь также не зависела  
от экспрессии PD-1.

Были оценены частота встречаемости (рис. 3) и доля 
макрофагов с различным сочетанием экспрессии PD-1 
и PD-L1 в зависимости от разных клинико-патологиче-
ских параметров.

У пациенток с размером опухоли до 2 см (Т1) 
PD1+PDL1–  М2 макрофаги не обнаруживались, однако 

Таблица 2 | Table 2
Макрофагальная формула микроокружения при РМЖ [N=19, частоты встречаемости представлены в n/N (%)] | 

Macrophage formula of the microenvironment in breast cancer [N=19, frequencies, n/N (%)]

PD1–PDL1– PD1+PDL1– PD1–PDL1+ PD1+PDL1+

М1 19/19 (100%) 16/19 (84,2%) 17/19 (89,5%) 15/19 (78,9%)

М2 19/19 (100%) 5/19 (26,3%) 19/19 (100%) 10/19 (52,6%)

р 1,000 0,001 0,487 0,170

Таблица 3 | Table 3
Макрофагальная формула микроокружения при РМЖ (N=19, доли представлены в % от М1, % от М2) | 

Macrophage formula of the microenvironment in breast cancer (N=19, proportions, % of M1, % of M2)

PD1–PDL1– PD1+PDL1– PD1–PDL1+ PD1+PDL1+

М1 51,9 (36,6; 66,4) 4,8 (1,4; 18,2) 27,0 (15,8; 40,6) 5,4 (1,4; 14,6)

М2 80,2 (72,8; 86,8) 0,0 (0,0; 0,2) 18,6 (12,9; 27,2) 0,4 (0,0; 0,5)

р <0,0001 <0,0001 0,049 <0,0001

Рис. 2.  Взаимосвязи между относительными количествами М1 и М2 макрофагов различных фенотипов
Fig. 2.  Association between the number of M1 and M2 macrophages of different phenotypes
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Рис. 3.  Частота встречаемости макрофагов в опухоли в зависимости от менструальной функции (A), размера новообразования (B), 
молекулярного подтипа (C), наличия лимфогенных метастазов (D), наличия гематогенных метастазов (E)

Fig. 3.  Frequency of occurrence of macrophages in the tumor depending on: menstruation (A), tumor size (B), molecular subtype (C), 
lymph node metastases (D), hematogenous metastases (E)

А B

C

D E

они присутствовали у 55,6% пациенток с размером опу-
холи от 2 до 5 см (Т2) (p=0,029). Этот же фенотип ма-
крофагов встречался чаще у пациенток с метастазами 
в лимфатические узлы (66,7%) по сравнению с паци-
ентками без лимфогенных метастазов (8,3%) (р=0,022). 
Частота встречаемости остальных фенотипов не была 
ассоциирована ни с одним из рассмотренных клинико-
патологических параметров (рис. 3).

Состояние менструальной функции не было связано 
с количеством макрофагов в целом и каждого из их 
типов (рис. 4). 

У пациенток с опухолями, соответствующими по раз-
меру значению параметра Т2, относительное количество 
макрофагов с фенотипом PD1–PDL1+ M1 было выше, 
чем при Т1 (38,8% (23,0; 43,4) и 16,8% (7,9; 31,3), соответ-

ственно, p=0,046). Также наблюдалось различие в долях 
макрофагов типа PD1+PDL1+ M2 – 0,0% (0,0; 0,4) и 0,5% 
(0,4; 0,9) при Т1 и Т2, соответственно (p=0,046) (рис. 5).

Доли макрофагов среди клеток стромы были наи-
меньшими при люминальном В подтипе (p=0,026, 
p=0,034) и не различались (p=0,914) при люминаль-
ном А и трижды негативном (8,5% (7,4; 8,8), 14,7% 
(12,1; 24,4) и 14,2% (11,3; 19,8), соответственно). От-
носительное количество М1 и М2 макрофагов не раз-
личалось в разных молекулярных подтипах опухолей. 
Аналогично доли макрофагов, экспрессирующих PD-1 
и/или PD-L1, не имели различий в зависимости от мо-
лекулярного подтипа опухоли (рис. 6). 

У пациенток с метастазами в лимфатических уз-
лах М2 макрофагов с экспрессией PD-1 было больше, 
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Рис. 4.  Доля макрофагов в зависимости от менструальной функции. 
 А – процентное распределение макрофагов по отношению ко всем неопухолевым клеткам, В – процентное 

распределение М1 и М2 макрофагов по отношению ко всем макрофагам в опухоли, C – процентное распределение 
PD1–PDL1– М1, PD1+PDL1– М1, PD1–PDL1+ М1 и PD1+PDL1+ М1 макрофагов по отношению ко всем М1 макрофагам 
в опухоли, D – процентное распределение PD1–PDL1– М2, PD1+PDL1– М2, PD1–PDL1+ М2 и PD1+PDL1+ М2 
макрофагов по отношению ко всем М2 макрофагам в опухоли

Fig. 4.  Proportion of macrophages depending on menstruation. 
 А – percentage distribution of macrophages to all non-tumor cells, В – percentage distribution of М1 and М2 macrophages 

to all macrophages in the tumor, C – percentage distribution of PD1–PDL1– M1, PD1+PDL 1– M1, PD1–PDL1+ M1 
and PD1+PDL1+ M1 macrophages to all M1 macrophages in the tumor, D – percentage distribution of PD1–PDL1– M2, 
PD1+PDL1– M2, PD1–PDL1+ M2 and PD1+PDL1+ M2 macrophages to all M2 macrophages in the tumor

А

А

С D

Рис. 5.   Доля макрофагов в зависимости от размера опухоли (значения параметра Т). 
 А – процентное распределение макрофагов по отношению ко всем неопухолевым клеткам, В – процентное 

распределение М1 и М2 макрофагов по отношению ко всем макрофагам в опухоли
Fig. 5.  Proportion of macrophages depending on tumor size (value of the parameter T). 
 А – percentage distribution of macrophages to all non-tumor cells, В – percentage distribution of М1 and М2 macrophages to all 

macrophages in the tumor

B

чем у пациенток без лимфогенного метастазирования. 
В частности, относительное количество PD1+PDL1– 
M2 макрофагов в данных группах пациенток состав-
ляло 0,3% (0,0; 0,9) и 0,0% (0,0; 0,0), соответственно 
(p=0,032), а количество PD1+PDL1+ M2 макрофа-

гов – 0,7% (0,5; 1,1) и 0,0% (0,0; 0,4), соответственно 
(p=0,014) (рис. 7).

Гематогенное метастазирование также было свя-
зано с различиями в количестве макрофагов микро-
окружения опухоли (рис. 8) У пациенток с возникшими 

B
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Рис. 5 (окончание).   Доля макрофагов в зависимости от размера опухоли (значения параметра Т). 
 C – процентное распределение PD1–PDL1– М1, PD1+PDL1– М1, PD1–PDL1+ М1 и PD1+PDL1+ М1 макрофагов  

по отношению ко всем М1 макрофагам в опухоли, D – процентное распределение PD1–PDL1– М2, PD1+PDL1– М2, 
PD1–PDL1+ М2 и PD1+PDL1+ М2 макрофагов по отношению ко всем М2 макрофагам в опухоли

Fig. 5 (end).   Proportion of macrophages depending on tumor size (value of the parameter T). 
 C – percentage distribution of PD1–PDL1– M1, PD1+PDL1– M1, PD1–PDL1+ M1 and PD1+PDL1+ M1 macrophages to 

all M1 macrophages in the tumor, D – percentage distribution of PD1–PDL1– M2, PD1+PDL1– M2, PD1–PDL1+ M2 and 
PD1+PDL1+ M2 macrophages to all M2 macrophages in the tumor

Рис. 6.  Доля макрофагов в зависимости от молекулярного подтипа опухоли. 
 А – процентное распределение макрофагов по отношению ко всем неопухолевым клеткам, В – процентное 

распределение М1 и М2 макрофагов по отношению ко всем макрофагам в опухоли, C – процентное распределение 
PD1–PDL1– М1, PD1+PDL1– М1, PD1–PDL1+ М1 и PD1+PDL1+ М1 макрофагов по отношению ко всем М1 макрофагам 
в опухоли, D – процентное распределение PD1–PDL1– М2, PD1+PDL1– М2, PD1–PDL1+ М2 и PD1+PDL1+ М2 
макрофагов по отношению ко всем М2 макрофагам в опухоли

Fig. 6.  Proportion of macrophages depending on tumor molecular subtype. 
 А – percentage distribution of macrophages to all non-tumor cells, В – percentage distribution of М1 and М2 macrophages to all 

macrophages in the tumor, C – percentage distribution of PD1–PDL1– M1, PD1+PDL1– M1, PD1–PDL1+ M1 and PD1+PDL1+ 
M1 macrophages to all M1 macrophages in the tumor, D – percentage distribution of PD1–PDL1– M2, PD1+PDL1– M2, PD1–
PDL1+ M2 and PD1+PDL1+ M2 macrophages to all M2 macrophages in the tumor
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Рис. 7.  Доля макрофагов в зависимости от наличия лимфогенных метастазов. 
 А – процентное распределение макрофагов по отношению ко всем неопухолевым клеткам, В – процентное 

распределение М1 и М2 макрофагов по отношению ко всем макрофагам в опухоли, C – процентное распределение 
PD1–PDL1– М1, PD1+PDL1– М1, PD1–PDL1+ М1 и PD1+PDL1+ М1 макрофагов по отношению ко всем М1 макрофагам 
в опухоли, D – процентное распределение PD1–PDL1– М2, PD1+PDL1– М2, PD1–PDL1+ М2 и PD1+PDL1+ М2 
макрофагов по отношению ко всем М2 макрофагам в опухоли

Fig. 7. Proportion of macrophages depending on the presence of lymph node metastases. 
 А – percentage distribution of macrophages to all non-tumor cells, В – percentage distribution of М1 and М2 macrophages to all 

macrophages in the tumor, C – percentage distribution of PD1–PDL1– M1, PD1+PDL1– M1, PD1–PDL1+ M1 and PD1+PDL1+ M1 
macrophages to all M1 macrophages in the tumor, D – percentage distribution of PD1–PDL1– M2, PD1+PDL1– M2,  
PD1–PDL1+ M2 and PD1+PDL1+ M2 macrophages to all M2 macrophages in the tumor

Рис. 8.  Доля макрофагов в зависимости от наличия гематогенных метастазов. 
 А – процентное распределение макрофагов по отношению ко всем неопухолевым клеткам, В – процентное 

распределение М1 и М2 макрофагов по отношению ко всем макрофагам в опухоли
Fig. 8.  Proportion of macrophages depending on the presence of hematogenous metastases. 
 А – percentage distribution of macrophages to all non-tumor cells, В – percentage distribution of М1 and М2 macrophages  

to all macrophages in the tumor

А B
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 впоследствии отдаленными метастазами процент ма-
крофагов микроокружения от общего числа неопухоле-
вых клеток составил 21,1% (13,0; 27,7), что выше, чем у 
пациенток без метастазов, – 10,4% (8,0; 13,7) (p=0,046). 

Тем не менее подобная связь терялась, когда учи-
тывались подтип макрофагов и экспрессия ими PD-1 
или/и PD-L1 (рис. 8).

Обсуждение
Показанием к иммунотерапии трижды негативно-

го РМЖ ингибиторами иммунных контрольных точек 
служит наличие в строме опухоли более 1% клеток, 
экспрессирующих PD-L1 [13]. Механизм полезного 
эффекта иммунотерапии в таких случаях до конца не 
понятен. Судя по показателю, определяющему веро-
ятность положительного эффекта иммунотерапии, он 
может быть обусловлен изменением функционально-
го состояния иммуноцитов, которое происходит при 
взаимодействии антител с PD-L1 на клетках, форми-
рующих иммуновоспалительное микроокружение 
в опухоли [14]. В связи с этим особое значение имеет 
понимание характера зависимости активности лимфо-
цитов, макрофагов и других иммуноцитов от экспрес-
сии на них PD-L1 или PD-1. Прежде всего это касает-
ся способности секретировать цитокины и проявлять 
пластические свойства, трансформируясь в разные 
функциональные типы клеток. 

Макрофаги являются одними из ключевых клеток 
иммунных реакций в микроокружении как РМЖ, так 
и опухолей других локализаций, например рака поч-
ки, колоректального рака, рака предстательной желе-
зы [15], рака яичника [16]. По этой причине столь важ-
но понимание механизмов активации и ингибирования 
макрофагов. Влияние экспрессии PD-1 и PD-L1 на ма-
крофагах на течение про- и противоопухолевых иммун-
ных реакций микроокружения изучено неполностью. 
Считается, что связывание PD-L1, экспрессируемого 

на макрофагах, с PD-1 на Т-клетках противодействует 
костимулирующему и антигенпрезентирующему эф-
фекту макрофагов на Т-клетки, что приводит к анер-
гии Т-клеток и ускользанию опухолевых клеток от 
иммунного ответа [17]. Тем не менее имеются данные 
о том, что в отличие от PD-L1, экспрессируемого на 
опухолевых клетках, который подавляет активность 
CD4+ лимфоцитов, PD-L1+ макрофаги не вызывают та-
кого эффекта. При взаимодействии PD-L1+ макрофагов 
с PD-1+ Т-лимфоцитами не происходит и разрушения 
макрофагов [18].

Предположительно индукторами экспрессии PD-1 
у макрофагов являются цитокины Т-клеток, в част-
ности IFN-γ, а также DАМР, связывающиеся с TLR 
макрофагов [12]. Экспрессия PD-L1 увеличивается  
в M1 макрофагах при индуцировании с помощью CSF2, 
LPS или IFN-γ [17], в то время как IL-4, IL-6, IL-10 
и IL-13 могут повышать экспрессию CD163, CD204 
и PD-L1 на незрелых макрофагах [19]. 

PD-L1-сигнальный путь регулирует активность 
и пролиферативную способность макрофагов. S. Singhal 
et al. показали, что взаимодействие PD-L1 макрофага 
и PD-1 Т-клетки защищает макрофаг от разрушения 
Т-клеткой [18]. Обработка антителами против PD-L1 
приводила к увеличению пролиферативной активности 
и выживаемости PD-L1+ макрофагов, а также повы-
шению экспрессии костимулирующих молекул и ци-
токинов [17, 20]. Антитела против PD-L1 оказывали 
на макрофаги действие, сходное с эффектами раство-
римой молекулы CD80 (sCD80) или растворимого PD-1 
(sPD-1). CD80 является альтернативным лигандом для 
PD-L1, причем CD80 оказывал более сильное влияние 
на макрофаги, чем PD-1 [20]. 

Экспрессия PD-L1 или PD-1 препятствует противо-
опухолевому действию макрофагов, функция которых 
может восстанавливаться после блокады PD-L1/PD-1. 
Макрофаги с высокой экспрессией PD-L1 или PD-1 рас-

Рис. 8 (окончание).   Доля макрофагов в зависимости от наличия гематогенных метастазов. 
 C – процентное распределение PD1–PDL1– М1, PD1+PDL1– М1, PD1–PDL1+ М1 и PD1+PDL1+ М1 макрофагов 

по отношению ко всем М1 макрофагам в опухоли, D – процентное распределение PD1–PDL1– М2, PD1+PDL1– М2, 
PD1–PDL1+ М2 и PD1+PDL1+ М2 макрофагов по отношению ко всем М2 макрофагам в опухоли

Fig. 8 (end).   Proportion of macrophages depending on the presence of hematogenous metastases. 
 C – percentage distribution of PD1–PDL1– M1, PD1+PDL1– M1, PD1–PDL1+ M1 and PD1+PDL1+ M1 macrophages 

to all M1 macrophages in the tumor, D – percentage distribution of PD1–PDL1– M2, PD1+PDL1– M2, PD1–PDL1+ M2 and 
PD1+PDL1+ M2 macrophages to all M2 macrophages in the tumor

С D
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сматривают как функционально истощенные [17]. Сог-
ласно полученной в проведенном нами исследовании 
макрофагальной формуле микроокружения РМЖ, доля 
макрофагов, экспрессирующих PD-1 и PD-L1, выше 
среди М1 макрофагов по сравнению с М2 макрофага-
ми. Учитывая это, следует считать, что М2 макрофаги 
более склонны к осуществлению различных моле-
кулярных взаимодействий с опухолевыми клетками, 
чем М1 макрофаги. Существуют исследования, в ходе 
которых были получены сходные данные, однако на 
уровне экспрессии генов. Так, результаты сравнения 
транскрипционных различий макрофагов M1 (индуци-
рованных CSF2 или LPS/IFN-γ) и M2 (индуцированных 
CSF1 или IL-4), по данным Gene Expression Omnibus 
(GSE95404, 71253, 66805, 95405, 69607), показали, что 
экспрессия PD-L1 значительно выше в M1 макрофагах, 
чем в M2 макрофагах [17]. J.P. Antonios et al. показали, 
что экспрессия PD-L1 также значительно выше в клет-
ках CD163–, чем в клетках CD163+ [21].

Вместе с тем имеются результаты, демонстрирую-
щие, что подавление экспрессии PD-L1 в макрофагах 
приводило к снижению экспрессии IL-10 и аргиназы-1 
и увеличению экспрессии IL-12 и TNF-α у М2 макро-
фагов [22, 23]. С одной стороны, этот результат сви-
детельствует о том, что активная экспрессия PD-L1 
на макрофагах сочетается с их М2 поляризацией и не 
препятствует высокому уровню экспрессии IL-10, 
а с другой – подавление экспрессии PD-L1 вызывает 
трансформацию М2 макрофагов в М1. Однако прямое 
влияние PD-L1 на поляризацию макрофагов неясно. 

Проведенный анализ ассоциаций позволяет обсуж-
дать характер функциональных взаимоотношений меж-
ду М1 и М2 макрофагами. Положительная связь между 
М1 и М2, не экспрессирующими PD-1 и PD-L1, а также 
экспрессирующих PD-L1 может свидетельствовать о 
возможности одновременного, но это не значит что оди-
накового по количеству накопления в микроокружении 
опухоли антагонистических по функции макрофагов. 
Результирующий антагонизм М1 и М2 макрофагов под-
черкивается отрицательными связями. В соответствии 
с этими ассоциациями увеличение в микроокружении 
PD-L1+ М2 должно сочетаться с уменьшением коли-
чества М1, а увеличение PD-L1+ М1 – с уменьшением 
числа М2 макрофагов. Эти эффекты достигаются, по-
видимому, благодаря тому, что экспрессия PD-L1 не 
препятствует секреции макрофагами специфических 
для каждого типа цитокинов.

PD1+PDL1– М1 макрофаги микроокружения 
РМЖ обнаруживаются у большинства пациенток, а 
PD1+PDL1– М2 только у четверти, согласно полу-
ченным нами данным. Экспрессия PD-1 в макрофа-
гах играет супрессорную роль, ингибируя фагоци-
тоз и противоопухолевую активность, и может быть 
связана с поляризацией в M2 фенотип. Эти эффекты 
могут быть подавлены антителами против PD-1/PD-
L1 [9]. Кроме того, PD-1 может также влиять на се-
крецию цитокинов макрофагами. По данным C.J. Ma 

et al., экспрессия PD-1 отрицательно коррелировала 
с экспрессией IL-12 в моноцитах крови [24], а актива-
ция PD-1 рекомбинантным PD-L1 снижала выработку 
IL-6 макрофагами [25]. Анти-PD-1 терапия индуцирует 
в макрофагах поляризацию M1 и оказывает противо-
опухолевый эффект в отсутствие CD8+ Т-клеток [26].

Нами рассмотрена связь количества макрофагов, 
учитывая экспрессию PD-1 и/или PD-L1, и парамет-
ров, характеризующих течение РМЖ. Показано, что 
макрофагальный состав микроокружения не разли-
чался в зависимости от молекулярного подтипа. При 
этом наименьшее общее количество макрофагов все 
же было характерно для люминального В подтипа. 
Для пациенток с размером опухоли от 2 до 5 см и ме-
тастатическим поражением лимфатических узлов 
было характерно повышение количества макрофагов 
с экспрессий PD-1 и/или PD-L1 в строме опухоли. 
У пациенток с размером опухоли от 2 до 5 см относи-
тельное количество PD1 PDL1+ М1 и PD1+PDL1+ М2 
выше, чем у пациенток с размером опухоли до 2 см. 
Известно, что высокая экспрессия Ki67 связана с бо-
лее агрессивным ростом опухоли, более выраженной 
степенью инфильтрации опухолевого микроокруже-
ния макрофагами и более высоким риском развития 
рецидива заболевания [27]. При этом сообщалось, что 
экспрессия PD-L1 или PD-1 тормозит противоопухо-
левое действие макрофагов [17]. Все это согласуется 
с полученными нами данными.

При лимфогенном метастазировании в строме 
опухоли появляются PD1+PDL1– М2 и PD1+PDL1+ 
М2 макрофаги, в то время как у пациенток без лим-
фогенных метастазов эти клетки в строме практиче-
ски отсутствуют. На основании этих данных можно 
предположить, что лимфогенное метастазирование 
ассоциировано с PD-1+ М2 макрофагами, у которых, 
вероятно, ингибирована секреция цитокинов. Для М2 
макрофагов характерна секреция TGFβ1 [28], который 
способен переключать подвижность опухолевых кле-
ток с коллективной на индивидуальную посредством 
программы транскрипции, включающей Smad4, EGFR, 
Nedd9, M-RIP, FARP и RhoC. Блокада передачи сигна-
лов TGFβ предотвращает индивидуальную миграцию 
клеток in vivo, но не подавляет коллективную мигра-
цию. Клетки, ограниченные коллективной миграцией, 
способны к лимфатической инвазии, но не к гемато-
генному распространению [29]. По нашим данным,  
PD-1+ М2 макрофаги ассоциированы с лимфогенным 
метастазированием, а для гематогенного метастази-
рования имеет значение не столько тип макрофагов, 
сколько их общее количество. Это подчеркивает раз-
личный вклад микроокружения в эти два вида опу-
холевой прогрессии. Практическая значимость про-
веденного исследования заключается в обнаружении 
фенотипов макрофагов, которые ассоциированы с не-
благоприятным течением заболевания и могут в даль-
нейшем использоваться в качестве прогностических 
маркеров.
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Заключение
М1 и М2 макрофаги обладают выраженной гетеро-

генностью по экспрессии PD-1 и PD-L1. М2 представ-
лены в опухоли в большем количестве. При этом доля 
М2, несущих рецептор и лиганд программированной 
клеточной гибели, меньше, что говорит о том, что ве-
роятность их блокирования меньше, а значит, больше 
вероятность функционально активного состояния. 
Только два фенотипа макрофагов – PD1–PDL1+ М1 
и PD1+PDL1+ М2 – в нашем исследовании были ассо-
циированы с увеличением размера опухоли, и  также два 
фенотипа – PD1+PDL1– М2 и PD1+PDL1+ М2 – были 
связаны с лимфогенным метастазированием. Если в ка-
честве предсказательного фактора эффективности ин-
гибиторов иммунных контрольных точек оцениваются 
функциональные характеристики макрофагов, следу-
ет оценивать долю М2 макрофагов, экспрессирующих 
PD-1, увеличение которой является неблагоприятным 
фактором относительно лимфогенного метастазирова-
ния. Также необходимо иметь в виду, что экспрессия 
PD-L1 на М1 является фактором, подавляющим их 
активность, что в нашем исследовании ассоциирова-
но с большей величиной первичной опухоли. Можно 
ожидать, учитывая полученные результаты, что при-
менение ингибиторов иммунных контрольных точек 
при описанном исходном состоянии макрофагально-
го звена может привести к активации макрофагов М1 
типа. Относительно М2 макрофагов этот эффект будет 
менее заметен, что может служить ожиданию хорошего 
общего эффекта. Тем не менее следует иметь в виду, что 
на функции М2 макрофагов, экспрессирующих PD-1, 
количество которых связано с лимфогенным метаста-
зированием, подобная терапия влиять не будет.
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