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Резюме 
Актуальность. Поиск эффективных комбинаций ингибиторов контрольных точек иммунитета с классиче-
скими цитостатиками, таргетными препаратами и другими воздействиями — современный тренд повышения 
эффективности иммунотерапии. Цель исследования. Формирование панели клеточных культур рака лёгкого и 
клеток нормальной ткани органа с охарактеризованным молекулярным фенотипом по экспрессии одной из 
мишеней иммунотерапии — лиганда белка программируемой клеточной гибели 1 (PD-L1). Методы. Количе-
ственный анализ показателей экспрессии PD-L1 проведён иммунофлуоресцентным методом, ассоциирован-
ным с проточной цитометрией. Результаты. Сформирована панель клеточных культур рака лёгкого разных 
гистотипов и клеток нормальной ткани органа с охарактеризованным молекулярным фенотипом по экспрес-
сии мишени иммунотерапии PD-L1. По интенсивности экспрессии PD-L1 культуры можно расположить в ряд: 
Calu-1 � HFL-1 � Calu-6 � Wi-26 � A-549 � H-596 � H-211 при различии показателя между Calu-1 и H-211 в 7 раз. 
Заключение. Панель культур опухолевых и нормальных клеток лёгкого рекомендована для поиска и изучения 
эффективных модификаторов мишени иммунотерапии — PD-L1. 
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Abstract 
Background. The search for effective combinations of immune checkpoint inhibitors with common cytostatics, targeted 
cancer drugs and other treatments is a modern trend to improve the effectiveness of immunotherapy. Purpose. Devel-
opment of a panel of lung cancer cell cultures and cells of normal lung tissue with a characterized molecular phenotype 
by expression of one of the targets of immunotherapy — programmed cell death ligand 1 (PD-L1). Methods. PD-L1 expres-
sion was quantitatively analyzed by immunofluorescence method associated with flow cytometry. Results. A panel of lung 
cancer cell cultures of different histotypes and cells of normal lung tissue with characterized molecular phenotype was 
formed according to the expression of the immunotherapy target PD-L1. In terms of PD-L1 expression intensity, cell cul-
tures can be arranged in a series: Calu-1 � HFL-1 � Calu-6 � Wi-26 � A-549 � H-596 � H-211, with a 7-fold difference in the 
index between Calu-1 and H-211. Conclusion. The panel of cultures of cancer and normal lung cells is recommended for 
the search and development of effective modifiers of the immunotherapy target PD-L1. 
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Введение 
Ингибиторы контрольных точек иммунитета 

продолжают демонстрировать эффективность при 
лечении опухолей разных локализаций, при этом 
немелкоклеточный рак лёгкого (НМРЛ), наряду с 
меланомой и опухолями урогенитального тракта, 
является одним из примеров наиболее выразитель-
ных результатов [1]. В частности, при метаанализе 
эффективности иммунотерапии НМРЛ в рандоми-
зированных исследованиях у больных с III стадией 
метастатической болезни показано, что стойкие от-
веты (число долгожителей) более чем в 2 раза были 
более частыми у пациентов, получавших ингиби-
торы контрольных точек иммунитета, по сравне-
нию со стандартными режимами химиотерапии [2]. 
Однако в целом, такой эффект иммунотерапии реа-
лизуется не у всех больных и не превышает 20%, 
что нельзя признать удовлетворительным [3]. 

Один из подходов, который интенсивно раз-
рабатывается в последние годы — это поиск эф-
фективных комбинаций ингибиторов контроль-
ных точек иммунитета с классическими 
цитостатиками, таргетными препаратами и с 
лучевой терапией [4–6]. Успехи есть, но новые 
данные ставят и новые вопросы. Почему разные 
иммунопрепараты у больных с одинаковыми ги-
стотипом опухоли и стадией болезни по-раз-
ному отвечают или вовсе не отвечают на один и 
тот же препарат? Почему уровень экспрессии 
мишени таргетного ингибитора этой мишени 
(PD-L1) не коррелирует с эффективностью им-
мунотерапии, за исключением случаев гипер-
экспрессии (�50%) этого опухолевого маркёра? 
И, наконец, важный вопрос — почему цитоста-
тики и другие потенциальные модификаторы 
экспрессии PD-L1 по-разному влияют на эффек-
тивность иммунотерапии, и какие комбинации 
могут быть оптимальными? Ответы на эти во-
просы ждут своего разрешения в фундамен-
тальных исследованиях на адекватных экспери-
ментальных моделях рака лёгкого.  

Сказанное выше послужило основанием для 
формирования панели клеточных культур рака 
лёгкого разных гистотипов и клеток нормальной 
ткани органа, в которых молекулярный фенотип 
охарактеризован по количественным показате-
лям экспрессии одной из мишеней иммунотера-
пии — лиганда белка программируемой клеточ-
ной гибели 1 PD-L1. Исследование проведено с 
использованием иммунофлуоресцентного ме-
тода, ассоциированного с прецизионной проточ-
ной цитометрией. 

Материал и методы 
Исследование проведено на культурах клеток человека, 

полученных из опухолей лёгкого разного гистотипа: плоско-
клеточный рак Calu-1; аденокарцинома Calu-6 и A-549; аде-
носквамозная карцинома H-596, мелкоклеточный рак лёгкого 
H-211. Кроме того, исследованы культуры эмбриональных 
фибробластов нормальной ткани лёгкого Wi-26 и HFL-1. Все 
клеточные культуры депонированы в ФГБУ «НМИЦ онколо-
гии им. Н. Н. Блохина» Минздрава России и доступны для про-
ведения научных исследований. 

Клеточные линии культивировали в инкубаторе NueAir, 
следуя рекомендациям с сайтов немецкой коллекции микро-
организмов и клеточных культур (Leibniz Institute DSMZ) и 
Американской коллекции типовых культур (АТСС). В экспери-
ментах использовали клетки в экспоненциальной фазе роста, 
не допускали формирования прикреплёнными культурами 
плотного монослоя. 2 млн клеток рассевали на чашки Петри 
с диаметром 100 мм (Corning), образцы фиксировали через 
24 ч, как описано ранее [7]. 

Количественная оценка показателей экспрессии PD-L1 
в культурах клеток проведена ранее разработанным имму-
нофлуоресцентным методом, ассоциированным с проточной 
цитометрией [7, 8]. В работе использованы первичные моно-
клональные антитела к PD-L1 (Arigo, клон SQab1716) в конеч-
ном разведении 1:400; вторичные антикроличьи антитела, 
конъюгированные с флуоресцентным красителем DyLight®650 
(Abcam, ab98510), в конечном разведении 1:500. Условия ин-
кубации первичных антител — 1,5 ч при комнатной темпера-
туре, а для вторичных — 1,5 ч при +4°С в темноте.   

Интенсивность флуоресценции клеток оценена на про-
точном цитометре Beckman Coulter Navios. Специфическая 
флуоресценция клеток рассчитана в программе FlowJo 10.0.8 с 
помощью критерия Колмогорова–Смирнова. Гистограммы рас-
пределения клеток в зависимости от специфической флуорес-
ценции визуализированы с помощью программы WinMDI 2.9. 
Для оценки экспрессии PD-L1 использованы следующие рас-
чётные показатели. Уровень экспрессии PD-L1 (%) — количе-
ство специфически флуоресцирующих клеток, относительно 
контроля (инкубация клеток только с вторичными антите-
лами). Интенсивность экспрессии PD-L1 (усл. ед.) — отношение 
среднего геометрического интенсивности флуоресценции в 
опытном образце к контролю (инкубация клеток только с вто-
ричными антителами). 

Результаты 
Показатели экспрессии PD-L1 в культурах 

клеток рака лёгкого и нормальной ткани органа 
суммированы в таблице. Представлены резуль-
таты фенотипирования четырёх клеточных ли-
ний немелкоклеточного рака лёгкого разного ги-
стогенеза, культуры клеток мелкоклеточного 
рака и двух культур нормальной ткани лёгкого.  

Прежде всего необходимо отметить, что во всех 
исследованных культурах выявлен высокий уро-
вень экспрессии PD-L1 — от 79 до 95% клеток экс-
прессируют этот маркёр, при этом по интенсивно-
сти экспрессии маркёра клетки различались 
значительно — от 2,6 до 18,1 усл. ед., то есть в 7 раз. 
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В группе культур немелкоклеточного рака 
лёгкого максимальная интенсивность экспрессии 
PD-L1отмечена в клетках плоскоклеточного рака 
линии Calu-1 — 18 усл. ед. В клетках аденокарци-
номы показатель был существенно ниже — 8,0 и 
5,5 усл. ед. в клетках Calu-6 и A-549, соответ-
ственно. Уровень экспрессии PD-L1 в клетках аде-
носквамозного рака лёгкого линии H-596, кото-
рый включает компоненты плоскоклеточного 
рака и аденокарциномы, оказался идентичным 
клеткам A-549.  

Таким образом, в ряду культур клеток немел-
коклеточного рака лёгкого можно выделить сле-
дующие группы, интересные с точки зрения про-
ведения сравнительных исследований при 
поиске и изучении воздействий, модифицирую-
щих экспрессию PD-L1.   

1. Культуры разных гистотипов, отличаю-
щиеся по уровню экспрессии PD-L1 — Calu-1 vs 
Calu-6, A-549 и H-596.  

2. Культуры одного гистотипа, отличающиеся 
по уровню экспрессии PD-L1 — Calu-6 vs A-549 и 
H-596. 

3. Культуры разных гистотипов, сходные по 
уровню экспрессии PD-L1 — A-549 vs H-596. 

Интенсивность экспрессии PD-L1 в клетках 
наиболее агрессивной опухоли — в культуре мел-
коклеточного рака лёгкого линии H-211, оказа-
лась существенно ниже по сравнению со всеми 
исследованными гистотипами немелкоклеточ-
ного рака и составила лишь 2,6 усл. ед. Это делает 
возможным проведение сравнительной оценки 
эффективности разных воздействий, модифици-
рующих экспрессию PD-L1, в опухолевых клетках 
лёгкого разного гистогенеза. Кроме того, культура 
мелкоклеточного рака линии H-211 представляет 
самостоятельный интерес для поиска регулято-
ров экспрессии PD-L1, так как иммунотерапия 
этой опухоли до настоящего времени наименее 
эффективна.  

Интересны результаты фенотипирования 
культур клеток нормальной ткани лёгкого линий 
Wi-26 и HFL-1. Эти культуры, которые по интен-
сивности экспрессии PD-L1 различаются в 
1,5 раза, представляют интерес для поиска и из-

учения модификаторов экспрессии PD-L1 в сле-
дующих группах сравнения: 

1. Эмбриональные фибробласты нормаль-
ной ткани лёгкого, различающиеся по уровню 
экспрессии PD-L1 — Wi-26 vs HFL-1. 

2. Эмбриональные фибробласты нормаль-
ной ткани лёгкого клетки vs опухоли лёгкого раз-
ного гистогенеза, сходные по уровню экспрессии 
PD-L1: HFL-1 vs Calu-1 и Wi-26 vs Calu-6. 

3. Эмбриональные фибробласты нормаль-
ной ткани лёгкого клетки vs опухоли лёгкого раз-
ного гистогенеза, различающиеся по уровню экс-
прессии PD-L1: HFL-1 vs Calu-6, A-549, H-596 и 
H-211; Wi-26 vs A-549, H-596 и H-211. 

На рисунке представлены реальные гисто-
граммы, полученные при количественной оценке 
уровня и интенсивности экспрессии PD-L1 имму-
нофлуоресцентным методом, ассоциированным 
с проточной цитометрией. Видны сходство и раз-
личия в экспрессии маркёра как в ряду исследо-
ванных опухолевых и нормальных клеток лёгкого, 
так и между нормальными и опухолевыми кле-
точными культурами. По интенсивности экспрес-
сии PD-L1 культуры можно расположить в ряд: 
Calu-1 � HFL-1  � Calu-6 � Wi-26 � A-549 � H-596 � 
H-211 при различии показателя между Calu-1 и 
H-211 в 7 раз. 

Заключение 
Сформированная панель культур клеток рака 

лёгкого и фибробластов нормальной ткани органа 
с разной экспрессией PD-L1 может рассматриваться 
как экспериментальная модель для поиска и из-
учения эффективных модификаторов белка про-
граммируемой клеточной гибели 1, который яв-
ляется мишенью действия противоопухолевых 
ингибиторов контрольных точек иммунитета. Мо-
дель позволяет провести сравнительную оценку 
эффективности разных модификаторов для опу-
холевых клеток сходного гистогенеза с одинако-
выми или различными показателями экспрессии 
PD-L1, а также в клетках разного гистогенеза со 
сходной экспрессией этого маркёра. Кроме того, на 
сформированной панели культур клеток возможно 

Результаты количественной оценки показателей экспрессии PD-L1 в клеточных культурах рака лёгкого и нор-
мальной ткани органа  
Quantitative assessment results of PD-L1 expression indicators in cancer and normal lung tissue cell cultures 
Название культур клеток               Гистотип клеток лёгкого                                        Показатели экспрессии PD-L1 
                                                                                                                                                                              уровень, %   интенсивность, усл. ед. 
Calu-1                                                                         Плоскоклеточный рак                                     95                                  18,1 
Calu-6                                                                         Аденокарцинома                                                 83                                   8,0 
A-549                                                                           Аденокарцинома                                                 82                                   5,5 
H-596                                                                          Аденосквамозная карцинома                      79                                   5,6 
H-211                                                          Мелкоклеточный рак                                                       80                                   2,6 
Wi-26                                                          Эмбриональные фибробласты                                   92                                   9,1 
HFL-1                                                         нормальной ткани лёгкого                                            88                                  14,2 

Н
ем

ел
-

ко
кл

е-
 

то
чн

ы
й 

ра
к 

лё
гк

ог
о



оценить выраженность и направленность разных 
воздействий на экспрессию PD-L1 в опухолевых и 
нормальных клетках лёгкого, а также определить 
уровень модификатора, при котором может реали-
зоваться специфичность его воздействия именно 
на опухолевые, но не на нормальные клетки.  

Заключая, необходимо подчеркнуть значи-
мость сформированной клеточной модели in 
vitro для поиска и изучения новых комбинаций 
и режимов применения ингибиторов контроль-
ных точек иммунитета с классическими  цито-
статиками и противоопухолевыми препаратами 
разных механизмов действия [9–11], с лучевой 
терапией [12, 13] и с препаратами другого на-
значения [14, 15]. Этот новый тренд в повышении 
эффективности иммунотерапии позволит не 

только улучшить её результаты, но и избавит па-
циентов от дорогостоящего, бесполезного и вы-
сокотоксичного лечения.  
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Гистограммы распределения клеток по интенсивности флуоресценции при количественной оценке экс-
прессии PD-L1.  
Цифры на рисунке над стрелками — интенсивность флуоресценции в усл. ед. 
Histograms of cell distribution by fluorescence intensity related to quantitative assessment of PD-L1 expression.  
Numbers in the figure above the arrows indicate fluorescence intensity in conventional units.  
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