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В настоящее время перспективным направлением в иммунотерапии злокачественных опухолей является приме-
нение таргетных препаратов на основе моноклональных антител, направленных против ингибиторных рецепторов 
Т-клеток, так называемых «контрольных точек иммунитета». Одним из первых препаратов этой группы, введенных 
в клиническую практику, является Ипилимумаб (анти-CTLA-4).

цель иследования – изучение взаимосвязи субпопуляционного состава циркулирующих лимфоцитов больных 
диссеминированной меланомой кожи в процессе терапии Ипилимумабом с клинической эффективностью лечения.

Материалы и методы. Иммунофенотипирование циркулирующих лимфоцитов проводили методом многопара-
метрового цитометрического анализа с использованием коммерческих моноклональных антител к поверхностным 
антигенам CD45, CD4, CD8, CD19, CD16, CD56, CD25, CD127, CD11b. В исследование было включено 120 больных 
диссеминированной меланомой кожи. Иммунологическое обследование проводилось до и после 4-х введений 
Ипилимумаба (3 мг/кг каждый 21 день).

Результаты. Проведенное исследование выявило связь исходного количества определенных популяций лим-
фоцитов периферической крови с продолжительностью жизни больных, леченных Ипилимумабом. Основные 
различия наблюдались между группой больных с максимальной продолжительностью жизни (более 2-х лет) и 
группами пациентов с продолжительностью жизни менее 2-х лет, и касались клеток адаптивного и врожденного 
иммунитета, как эффекторных (CD8+, CD4+Т-клетки, NK-клетки), так и регуляторных (NKT-клетки, CD8+CD28− и 
CD4+CD25high+CD127low/neg Т-клетки-супрессоры) популяций. Под влиянием терапии Ипилимумабом наиболее зна-
чительные изменения линейной структуры циркулирующих лимфоцитов также наблюдались у пациентов с про-
должительностью жизни более 2-х лет.
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Введение

Использование в противоопухолевой терапии 
таргетных моноклональных антител, направ-
ленных против ингибиторных рецепторов 

Т-клеток, так называемых «контрольных точек им-
мунитета», основано на доказательстве существова-
ния спонтанного иммунного ответа на опухоль. У 
значительного числа пациентов с различными зло-
качественными новообразованиями, не получавших 
какого-либо иммунотерапевтического лечения, обна-
руживаются клетки-эффекторы и антитела, специфи-
ческие в отношении антигенов опухолевых клеток 
[1]. Множество проведенных исследований показало, 
что функциональное состояние иммунной системы 
и ее способность отвечать на проводимую противо-
опухолевую терапию во многих случаях определяет 
эффективность лечения и прогноз заболевания [2]. 
В настоящее время клинические исследования на-
правлены на поиск прогностических и предиктивных 
иммунологических маркеров, которые могут помочь 
в разработке персонализированного лечения онко-
логических пациентов. Увеличивается число иссле-
дований, доказывающих прогностическое значение 
определенных популяций иммунокомпетентных 
клеток периферической крови больных различными 
формами злокачественных новообразований при 
различных видах терапии.

Одним из первых моноклональных антител, на-
правленных против коингибиторных рецепторов 
Т-клеток и введенных в клиническую практику, явля-
ется Ипилимумаб (анти-CTLA-4). К настоящему вре-

мени доказана клиническая эффективность терапии 
Ипилимумабом при меланоме [3]. Данный препарат 
разрешен в ряде стран для лечения генерализованной 
и метастатической меланомы и применяется как в 
виде монотерапии, так и в сочетании с химио-, радио- 
и вакцинотерапией, а также в комбинации с другими 
таргетными препаратами [4–6]. На сегодняшний день 
одной из важных задач иммуноонкологии является 
поиск биологических маркеров для выявления груп-
пы пациентов, лечение которых будет клинически 
эффективным.

Наиболее значимым показателем эффективности 
противоопухолевой терапии является продолжитель-
ность жизни пациентов. Поэтому важно определить 
взаимосвязь между количеством линейных, эффек-
торных и регуляторных популяций лимфоцитов 
периферической крови (ПК) пациентов с диссеми-
нированной меланомой до и после терапии Ипили-
мумабом и продолжительностью жизни пациентов.

цель исследования. Изучение субпопуляцион-
ного состава циркулирующих лимфоцитов больных 
диссеминированной меланомой кожи в процессе 
терапии Ипилимумабом. Определение связи с кли-
нической эффективностью лечения.

Материалы и методы. Иммунологическое обсле-
дование проводилось до и после 4-х введений Ипи-
лимумаба (3 мг/кг каждый 21 день). В исследование 
было включено 120 пациентов с диссеминированной 
меланомой кожи, 41 мужчина и 79 женщин. Период 
наблюдения составил 4 года. В качестве контрольных 
образцов использовали периферическую кровь (ПК) 
47 практически здоровых доноров, медиана возраста 

Заключение. Проведенное исследование выявило связь исходного количества эффекторных и регуляторных 
популяций лимфоцитов периферической крови с продолжительностью жизни больных диссеминированной ме-
ланомой кожи, леченных Ипилимумабом.

Ключевые слова: регуляторные Т-клетки, NK-клетки, NKT-клетки, эффекторные Т-клетки.

Using of targeted drugs based on monoclonal antibodies directed against inhibitory receptors on T-cells (called 
«checkpoint of immunity») is a promising direction in immunotherapy of malignant tumors in our days. One of the first 
medicine of this group introduced in clinical practice is Ipilimumab (anti-CTLA-4).

The aim of the investigation is the study of the subpopulation structure of circulating lymphocytes of patients with 
metastatic melanoma in the process of Ipilimumab therapy and it’s relationship with the clinical effect of the treatment.

Materials and methods. Immunophenotyping of circulating lymphocytes was assessed by multiparameter cytometric 
analysis using commercial monoclonal antibodies to surface antigens CD45, CD4, CD8, CD19, CD16, CD56, CD25, CD127, 
CD11b. The study included 120 patients with metastatic melanoma. Immunological tests were performed before and after 
4 doses of Ipilimumab (3 mg/kg every 21 days).

Results. The study has identified the correlation of certain populations of peripheral blood lymphocytes with the life 
expectancy of patients treated with Ipilimumab. The main differences were observed between the group of patients with 
a maximum life expectancy (over 2 years) and groups of patients with life expectancy less than 2 years. Differences was 
shown on cells of adaptive and innate immunity, including effector cells (CD8+, CD4+T-cells, NK-cells) and regulatory cells 
(NKT-cells, CD8+CD28- and CD4+CD25+CD127low/neg T-suppressor cells). Under the influence of Ipilimumab therapy the 
most significant changes in linear subpopulation structure of circulating lymphocytes was also observed in patients with 
life expectancy more than 2 years.

Conclusion. The study found the relationship of the initial amount of effector and regulatory populations of lymphocytes 
in the peripheral blood with a life expectancy of patients with metastatic melanoma treated with Ipilimumab.

Keywords: regulatory T-cells, NK-cells, NKT-cells, effector T-cells.
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37,0 (25,5–51,5). В зависимости от общей выживаемо-
сти все больные были разделены на 4 группы. Первая 
группа – выживаемость менее 6 месяцев (n=28) ме-
диана возраста 51,5 (32,5–59,0), Вторая группа – вы-
живаемость от 6 месяцев до 1 года (n=40) медиана 
возраста 52,0 (38,0–59,5), Третья группа – выживае-
мость от 1 года до 2-х лет (n=32) медиана возраста 
(47,5 (36,0–59,2), четвертая группа – выживаемость 
более 2-х лет (n=20) медиана возраста 57,0 (36,5–61,2). 
Общая выживаемость в первой группе составила  
3,9 (2,0–4,8) месяца, во второй группе – 8,5 (6,4–10,3) 
месяцев, в третьей группе – 15,2 (13,6–21,2) месяца, в 
четвертой группе – 32,8 (28,6–38,2).

Все пациенты дали информированное согласие 
на проведение иммунологического обследования.

Иммунофенотипирование циркулирующих лим-
фоцитов проводили методом многопараметрового 
цитофлюориметрического анализа на проточном 
цитометре FACSCalibur (BD Biosciences) с исполь-
зованием коммерческих моноклональных антител 
(МКА), конъюгированных с FITC, PE, PE-Cy5, PC5 
(BD Biosciences, Bekman Coulter) к поверхностным 
антигенам CD45, CD4, CD8, CD19, CD16, CD56, CD25, 
CD127, CD11b. В каждом образце накапливали и ана-
лизировали не менее 5000 событий в гейте CD45+/
CD14- лимфоцитов, количество клеток с фенотипом 
CD45+/CD14- составляло не менее 95–97%. Для дискри-
минации неспецифического связывания использова-
ли конъюгаты IgG1FITC/IgG2aPE, IgG1FITC/IgG2aPE/
IgG2aРС5. Применяли Dotplot-анализ цитограмм 
с коммерческим программным обеспечением BD 
CellQuest PRO software (BD Biosciences), учитывали 
относительное число позитивных клеток (%).

Цитотоксический потенциал клеток-эффекторов 
изучали с использованием коммерческой тест-
системы, содержащей моноклональные антитела к 
внутриклеточному белку перфорину (BD Biosciences). 
Для субпопуляционного анализа экспрессии внутри-
клеточных белков использовали метод одновремен-
ного окрашивания поверхностных антигенов в со-
четании с окрашиванием внутриклеточных маркеров 
CD8/Perforin, CD16/Perforin.

статистический анализ данных. Статистиче-
скую обработку результатов проводили с исполь-
зованием программного обеспечения Sigma Plot 
11.0 for Windows. Нормальность распределения 
показателей определяли с помощью критерия 
Шапиро-Уилка. Результаты представлены в виде 
медианы и интерквартильной широты (25-й и 75-й 
процентили) в случае распределения отличного от 
нормального, или среднего значения и стандартно-
го отклонения ͞x(s) при нормальном распределении 
показателей. Статистическую значимость различий 
между сравниваемыми группами оценивали по 
непараметрическому U-критерию Манна-Уитни и 
t-критерию Стьюдента для независимых групп и 
критерию Вилкокосона для зависимых групп. Раз-

личия между показателями считали статистически 
значимыми при Р≤0,05 (95% ДИ).

Результаты. В зависимости от продолжительности 
жизни (ПЖ) все пациенты, включенные в исследова-
ние, были разделены на 4 группы. Группа 1 – пациен-
ты с ПЖ менее 6 месяцев, группа 2 – ПЖ от 6 месяцев 
до 1 года, группа 3 – ПЖ от 1 года до 2-х лет, группа 
4 – ПЖ более 2-х лет.

Определение линейной структуры основных 
популяций лимфоцитов периферической крови 

больных диссеминированной меланомой  
в процессе лечения Ипилимумабом

Сравнительное исследование состояния клеточ-
ного звена иммунитета выявило как сходство, так и 
различия в линейной структуре основных популяций 
лимфоцитов ПК между группами больных с различ-
ной ПЖ, как до начала терапии, так и через 3 месяца 
после лечения (12 неделя) Ипилимумабом.

Было обнаружено, что у больных всех четырех 
групп до лечения процент CD3+ Т-лимфоцитов на-
ходился в пределах физиологической нормы и в 
группах 1, 2, и 3 после лечения не изменился. В то же 
время только у пациентов 4 группы с ПЖ более двух 
лет общее количество CD3+ Т-клеток после лечения 
статистически значимо увеличилось и превысило ис-
ходное и контрольное значения. Процент CD3−CD19+ 
В-клеток до лечения в группах с ПЖ менее 6 месяцев и 
более 2 лет был ниже нормы. После лечения в группе 
с ПЖ менее 6 месяцев этот показатель повышался 
до контрольных значений, а в группе с ПЖ более 
2 лет оставался на том же уровне, т.е. ниже нормы. 
В 2-х других группах до лечения он был в пределах 
нормы, а после лечения снижался до значений ниже 
контрольных. Количество CD3−CD16+CD56+ NK-клеток 
у больных во всех группах до лечения было в преде-
лах нормы. В то же время отмечалось различие во 
влиянии Ипилимумаба на количество этих клеток у 
больных разных групп. У пациентов с ПЖ менее 6 ме-
сяцев и ПЖ от 6 до 12 месяцев лечение не влияло на 
процент этих клеток (как до лечения, так и после он 
был в пределах нормы). А у пациентов с ПЖ от 1 до 
2 лет (группа 3) и с ПЖ более 2-х лет (группа 4) под 
влиянием терапии Ипилимумабом процент NK-клеток 
снижался: в группе 3 до уровня ниже контрольного, 
в группе 4 до контрольных значений (таблицы 1–4). 
В норме уровень NK-клеток, экспрессирующих мар-
кер CD8 (CD3-CD8+), не превышает 5–10%. В нашем 
исследовании только у пациентов с ПЖ более двух 
лет количество этих клеток статистически значимо 
уменьшалось до нормальных значений.

Исследование структуры Т-клеток периферической 
крови больных диссеминированной меланомой  

до и после лечения Ипилимумабом
Основными популяциями Т-клеток являются лим-

фоциты, экспрессирующие маркеры CD4 и CD8. Ис-
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следование показало, что до лечения только у больных 
с максимальной ПЖ процент CD3+CD8+ Т-клеток был 
статистически значимо выше, чем в контроле, в то же 
время исходное количество CD3+CD4+ Т-лимфоцитов 
было снижено. После терапии Ипилимумабом про-
цент CD3+CD8+ Т-клеток снизился до нормы, а процент 
CD3+CD4+ Т-лимфоцитов возрос до нормы и статисти-
чески значимо превысил исходное значение показате-
ля (таблица 4). У пациентов с меньшей ПЖ (группы 1, 2 
и 3) количество клеток этих двух популяций до лечения 
было в пределах нормы, и терапия Ипилимумабом у 
пациентов 2 и 3 групп не повлияла на величину этих 
показателей (таблицы 2 и 3). В то же время у больных 
с наименьшей продолжительностью жизни количество 
CD3+CD4+ Т-клеток после лечения снизилось (табли- 
ца 1). Исходное количество  CD8+CD28+ лимфоцитов у 
больных группы 2 было статистически значимо ниже 
по сравнению с группой контроля, в то время как в 
группах 1, 3 и 4 число этих клеток не отличалось от 
нормы. После лечения количество этих лимфоцитов 
практически не изменялось только у пациентов с ПЖ 
более 1 года (группы 3 и 4) (табл.1–4).

Одним из важных иммунологических показа-
телей, указывающих на состояние иммунной си-
стемы, является величина соотношения СD4/CD8 

Маркер

До лечения 
Медиана и квартили 

М(25%–75%)
или ͞x(s)

12 неделя
Медиана и квартили 

М(25%–75%)
или ͞x(s)

Доноры
Медиана и квартили 

М(25%–75%)
или ͞x(s)

Р

2 3 1
CD3+ 74,9 (69,1–80,3) 71,1 (59,1–75,5) 73,7 (69,4–80,0)
CD3+CD4+ 36,8 (24,6–46,7) 31,9 (20,5–45,5) 41,1 (36,4–49,7) Р1.3=0,038
CD3+CD8+ 28,8 (23,9–38,0) 30,6 (24,2–38,3) 28,7 (24,3–31,9)
CD3-CD8+ 7,2 (4,3–10,9) 7,2 (4,0–10,5) 7,7 (5,6–11,2)
CD8+ 39,1( 9,4) 37,5 (6,8) 36,3 (7,2)

CD3+HLA-DR+ 9,2 (6,9–15,0) 10,7 (6,9–20,2) 5,2 (3,7–8,5)
Р1.2<0,001;
Р1.3=0,003

CD3-CD16+CD56+ 13,3 (9,8–21,0) 14,0 (6,1–17,9) 16,0 (11,5–20,5)

CD3+CD16+CD56+ 10,8 (7,9–17,8) 13,5 (10,0–20,0) 9,0 (4,9–13,1)
Р1.2=0,017; 
Р1.3=0,011

CD3-CD19+ 3,25 (1,8–5,8) 4,8 (2,5–14,8) 5,1 (3,6–6,9) Р1.2=0,004
CD8+CD28+ 5,4 (3,7–10,6) 5,5 (2,2–9,1) 7,7 (5,6–11,2) Р1.3=0,020
CD8+CD28- 12,6 (9,1–19,2) 15,7 (7,9–25,3) 10,9 (6,9–13,8)
CD8+CD28+/
CD8+CD28- 0,4 (0,3–0,83) 0,4 (0,11–0,58) 0,71 (0,5–0,9)

Р1.2=0,031; 
Р1.3=0,003

CD4+CD25+ 10,7 (8,4–15,4) 9,6 (2,1–14,7) 9,2 (6,48–12,5)

CD4+CD25h+CD127l/- 9,5 (3,2) 10,5 (4,0) 9,2 (2,5)
CD4/CD8 0,96 (0,6–1,3) 0,75 (0,6–1,1) 1,19 (0,9–1,4) Р1.3=0,011
CD16+Perforin+ 17,4 (12,2–26,5) 13,9 (7,7–25,6) 16,4 (12,35–21,7)
Цитотоксический  
потенциал CD16+ лф

91,8 (79,8–95,2) 92,0 (86,6–96,9) 91,4 (82,2–4,9)

CD8+Perforin+ 19,8 (7,3) 20,9 (10,0) 13,4 (5,7)
Р1.2<0,001; 
Р1.3=0,011

Цитотоксический  
потенциал CD8+ лф

53,4 (36,8–65,9) 55,5 (39,0–66,8) 38,9 (28,4–46,5)
Р1.2=0,001; 
Р1.3=0,010

Таблица 1. Субпопуляционная структура лимфоцитов периферической крови больных меланомой  
с продолжительностью жизни менее 6 месяцев (группа 1)

лимфоцитов (иммунорегуляторный индекс – ИРИ) 
[7–9]. Изменения величины ИРИ в процессе лечения 
Ипилимумабом наблюдалось только у больных с 
минимальной и максимальной ПЖ (таблицы 1 и 4), 
однако они имели разнонаправленный характер. 
Так у больных 1 группы снижение на фоне лечения 
количества CD3+CD4+ клеток при нормальном со-
держании CD8+ привело к статистически значимому 
снижению ИРИ. В то же время у пациентов с ПЖ более 
2-х лет под влиянием лечения исходно сниженный 
показатель статистически значимо повышался за счет 
увеличения популяции CD3+CD4+ клеток и снижения 
количества CD8+ лимфоцитов. У больных 2 и 3 групп 
и до и после лечения ИРИ был в пределах нормы. 
Следует отметить, что субпопуляция лимфоцитов, экс-
прессирующих маркер CD8, является фенотипически 
и функционально гетерогенной и может включать 
в свой состав как CD3+CD8+ Т-лимфоциты, так и  
NK-клетки, экспрессирующие маркер CD8 (CD3−CD8+) 
[10]. У всех пациентов, независимо от ПЖ, до и после 
лечения отмечалось статистически значимое повы-
шение процента активированных Т-лимфоцитов с 
фенотипом CD3+HLA-DR+ по сравнению с контролем. 
До лечения наибольшее повышение показателя на-
блюдалось у пациентов с максимальной ПЖ.
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Таблица 2. Субпопуляционная структура лимфоцитов периферической крови больных меланомой  
с продолжительностью жизни от 6 месяцев до 1 года (группа 2)

Маркер

До лечения
Медиана и квартили 

М(25%–75%)
или ͞x(s)

12 неделя
Медиана и квартили 

М(25%–75%)
или ͞x(s)

Доноры
Медиана и квартили 

М(25%–75%)
или ͞x(s)

Р

2 3 1
CD3+ 73,7 (65,3–80,5) 72,0 (68,1–82,4) 73,7 (69,4–80,0)
CD3+CD4+ 37,1 (30,37-4,3) 39,4 (29,0–46,8) 41,1 (36,4–49,7)
CD3+CD8+ 29,3 (24,7–36,9) 28,0 (20,5–38,8) 28,7 (24,3–31,9)
CD3-CD8+ 8,1 (5,1–12,8) 8,2 (4,8–14,3) 7,7 (5,6–11,2)
CD8+ 40,8 (31,0–46,9) 40,8 (29,6–48,6) 36,1 (30,6–41,7)

CD3+HLA-DR+ 10,4 (5,9–16,0) 12,8 (9,8–16,7) 5,2 (3,7–8,5)
Р1.2<0,001; 
Р1.3=<0,001

CD3-CD16+CD56+ 14,9 (10,5–2,37) 13,5 (7,9–22,3) 16,0 (11,5–20,5)

CD3+CD16+CD56+ 10,9 (7,3–20,0) 13,5 (6,7–19,6) 9,0 (4,9–13,1)
Р1.2=0,017; 
Р1.3=0,009

CD3-CD19+ 4,4 (2,6–6,7) 3,3 (1,5–5,5) 5,1 (3,6–6,9) Р1.3=0,004
CD8+CD28+ 5,0 (3,3–8,0) 5,8 (3,4–12,3) 7,7 (5,6–11,2) Р1.2=0,006
CD8+CD28- 14,0 (8,9–21,6) 14,5 (8,9–19,8) 10,9 (6,9–13,8)
CD8+CD28+/
CD8+CD28- 0,36 (0,2–0,75) 0,4 (0,17–1,0) 0,71 (0,5–0,97) Р1.2 =<0,001

CD4+CD25+ 8,2 (5,3–13,2) 9,2 (4,8–15,3) 9,2 (6,5–12,5)
CD4+CD25h+CD127l/- 9,3 (7,47–10,87) 10,3 (7,7–12,2) 9,4 (7,4–10,6)
CD4/CD8 0,96 (0,59–1,4) 1,1 (0,6–1,3) 1,19 (0,9–1,4)
CD16+Perforin+ 16,0 (11,3–24,0) 16,0 (12,4–21,9) 16,4 (12,3–1,7)

Цитотоксический  
потенциал CD16+ лф

92,1 (83,0–94,8) 90,3 (85,0–94,2) 91,4 (82,2–94,9)

CD8+Perforin+ 17,6 (11,2–26,6) 18,5 (14,0–22,2) 12,4 (9,1–17,6)
Р1.2=0,009; 
Р1.3=0,005

Цитотоксический  
потенциал CD8+ лф

56,0 (37,1–63,5) 56,5 (43,4–69,5) 38,9 (28,4–46,5)
Р1.2=<0,001; 
Р1.3=<0,001

Исследование функциональной активности 
клеток-эффекторов  

периферической крови больных  
диссеминированной меланомой  

до и после лечения Ипилимумабом
Одним из основных путей реализации лимфоци-

тами цитотоксической функции является экзоцитоз 
литических гранул – перфорина и гранзимов.

В работе были исследованы основные субпо-
пуляции эффекторных лимфоцитов, содержащих 
перфорин – CD45+CD8+Perforin+ Т-лимфоциты и 
CD45+CD16+Perforin+ NK клетки. При оценке содер-
жания перфорина в CD16+ и CD8+  лимфоцитах было 
установлено, что количество CD45+CD8+Perforin+ 
лимфоцитов и их цитотоксический потенциал стати-
стически значимо превышал показатели доноров в 1, 
2 и 4 группах. После лечения содержание перфорина 
в CD8+ лимфоцитах статистически значимо снижа-
лось и доходило до нормальных значений только в 
группе с ПЖ более 2-х лет. В 1 и 2 группах и после 
лечения показатель превышал контрольные значе-
ния. В то же время каких-либо различий в количестве 
CD16+Perforin+ лимфоцитов между группами и до и 
после лечения не наблюдалось. Все показатели были 
в пределах нормы (таблицы 1, 2, 3, 4).

Изучение регуляторных популяций лимфоцитов 
(CD3+CD16+CD56+ NKT-клеток, регуляторных 
CD4+CD25highCD127low/neg Т-клеток и CD8+CD28− 

Т-лимфоцитов) периферической крови больных  
диссеминированной меланомой  

до и после лечения Ипилимумабом
Полученные результаты показали, что у пациентов с 

ПЖ менее 6 месяцев и с ПЖ от 6 до 12 месяцев количе-
ство CD3+CD16+CD56+ NKT-клеток было повышено и до 
и после лечения. У пациентов с ПЖ от 12 до 24 месяцев 
повышенное до лечения по сравнению с контролем 
количество этих клеток снижалось до нормы. В то же 
время у больных с ПЖ более 2-х лет количество NKT-
клеток было в пределах нормы и до и после лечения.

Количество регуляторных Т-клеток с фенотипом 
CD8+CD28− до лечения у больных 1, 2, 3 групп было в 
пределах нормы, а у больных в группе 4 статистически 
значимо выше нормы. После лечения изменения этого 
показателя наблюдались только у пациентов групп 3 и 
4, однако оно носило разнонаправленный характер: 
в то время как в группе 3 показатель превысил норму, 
в группе 4 он статистически значимо снизился по 
сравнению с исходным значением до контрольного 
уровня. Высокоинформативным является определе-
ние величины соотношения CD8+CD28+/CD8+CD28. 

З.Г. Кадагидзе, Т.Н. Заботина, О.В. Короткова, Д.В. Табаков, А.И. Черткова и др.



291Т. 18, №3 – 2017

До лечения величина соотношения CD8+CD28+/
CD8+CD28- клеток была статистически значимо ниже 
значения этого показателя в контроле у больных 1, 2 
и 4 групп, а в группе 3 была в пределах нормы. При 
этом только у пациентов с ПЖ более 2-х лет (4 груп-
па) величина этого показателя на фоне терапии 
Ипилимумабом статистически значимо повышалась 
по сравнению с исходным значением. В группе 1 по-
сле лечения этот показатель по-прежнему был ниже 
нормы, в группе 2 не отличался от нормы, а в группе 3 
стал ниже нормы (таблицы 1–4).

При анализе содержания регуляторных Т-клеток с 
фенотипом CD4+CD25highCD127low/neg у больных 1, 2 и 
4 групп не было выявлено статистически значимых 
различий по сравнению с группой контроля ни до, 
ни после лечения. Только в группе пациентов с ПЖ 
от 1 до 2 лет (группа 3) после лечения наблюдалось 
статистически значимое повышение количества этих 
регуляторных Т-клеток. При этом процент CD4+CD25+ 
до лечения превышавший нормальный показатель, 
после лечения снижался до нормы (таблица 3). При 
изучении величины этого показателя у индивиду-
альных больных было выявлено, что в 1-й группе 56,5% 
больных имели до лечения сниженный уровень регуля-
торных Т-клеток с фенотипом CD4+CD25highCD127low/neg,  
и только у 43,5% их количество было повышено. 
В группах 2 и 3 повышенный уровень этих клеток 
до лечения был выявлен у 50% больных. В группе  

пациентов с ПЖ более 2-х лет у 68,7% регистрирова-
лось повышенное число этих клеток, которое соста-
вило от 9,9% до 19,6%.

Обсуждение
CTLA-4 (CD152) является одной из важнейших 

ингибиторных молекул, передающих сигнал, подавля-
ющий активацию Т-клеток. Передача сигнала с CTLA-
4 приводит к повышению активационного порога 
Т-клеток, уменьшению продукции IL-2, развитию пери-
ферической толерантности. Хроническая стимуляция 
опухолевыми антигенами приводит к устойчивой экс-
прессии CTLA-4 на Т-клетках. Ипилимумаб блокирует 
связывание CTLA-4 с соответствующими лигандами, 
что обеспечивает усиление Т-клеточного иммунного 
ответа [11, 12]. По данным различных авторов, Ипили-
мумаб достоверно увеличивает общую выживаемость 
пациентов с генерализованной меланомой [13, 14].

Наиболее значимым показателем клинической 
эффективности противоопухолевой терапии являет-
ся продолжительность жизни пациентов. Поэтому в 
настоящем исследовании было предпринято опреде-
ление связи исходного количества основных популя-
ций лимфоцитов ПК с ПЖ больных метастатической 
меланомой, получавших лечение Ипилимумабом, 
а также влияние терапии на изученные показатели 
клеточного иммунитета. При сравнительном имму-
нофенотипировании лимфоцитов больных четырех 

Маркер

До лечения
Медиана и квартили 

М(25%–75%)
или ͞x(s)

12 неделя
Медиана и квартили 

М(25%–75%)
или ͞x(s)

Доноры
Медиана и квартили 

М(25%–75%)
или ͞x(s)

P

2 3 1
CD3+ 77,3 (66,7–83,8) 79,4 (71,5–86,5) 73,7 (69,4-80,0)
CD3+CD4+ 38,6 (26,6-48,8) 42,2 (29,3–50,8) 41,1 (36,4–49,7)
CD3+CD8+ 30,7 (26,1–37,9) 30,4 (24,6–37,3) 28,7 (24,3–31,9)
CD3-CD8+ 6,8 (3,9–10,3) 6,5 (3,8–9,5) 7,7 (5,6–11,2)
CD8+ 40,5 (10,1) 37,1 (9,9) 36,3 (7,2)

CD3+HLA-DR+ 10,2 (5,3–15,4) 8,8 (5,7–18,2) 5,2 (3,7–8,5)
Р1.2=0,002;
Р1.3=0,003

CD3-CD16+CD56+ 12,1 (8,1–21,5) 9,3 (7,5–17,9) 16,0 (11,5–20,5) Р1.3=0,029
CD3+CD16+CD56+ 10,8 (7,9–16,7) 10,3 (5,3–15,4) 9,0 (4,9–13,1) Р1.2=0,038
CD3-CD19+ 4,8 (2,7–7,8) 3,0 (2,1–6,3) 5,1 (3,6–6,9) Р1.3=0,016
CD8+CD28+ 6,3 (2,9–12,7) 6,6 (3,7–11,7) 7,7 (5,6–11,2)
CD8+CD28- 12,3 (8,1–18,4) 14,9 (10,9–23,6) 10,9 (6,9–13,8) Р1.3=0,037
CD8+CD28+/
CD8+CD28- 0,57 (0,27–0,91) 0,52 (0,3–0,7) 0,71 (0,5–0,9) Р1.3=0,026

CD4+CD25+ 13,0 (7,9–18,4) 12,1 (5,5–16,8) 9,2 (6,5–12,5) Р1.2=0,049

CD4+CD25h+CD127l/- 9,0 (7,3–11,2) 10,7 (9,4–13,8) 9,4 (7,4–10,6)
Р1.3=0,004;
Р2.3=0,010

CD4/CD8 0,97 (0,6–1,5) 1,0 (0,82–1,4) 1,19 (0,9–1,4)
CD16+Perforin+ 15,2 (9,2–20,4) 12,9 (7,3–23,6) 16,4 (12,3–21,7)
Цитотоксический  
потенциал CD16+ лф

90,9 (78,0–94,9) 91,7 (90,4–95,2) 91,4 (82,2–94,9)

CD8+Perforin+ 11,9 (8,4–17,6) 15,9 (8,4–22,2) 12,4 (9,1–17,6)
Цитотоксический  
потенциал CD8+ лф

39,5 (24,2–52,9) 49,1 (27,2–63,4) 38,9 (28,4–46,5)

Таблица 3. Субпопуляционная структура лимфоцитов периферической крови больных меланомой  
с продолжительностью жизни от 1 года до 2-х лет (группа 3)
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групп пациентов с диссеминированной меланомой, 
включенных в исследование, были обнаружены как 
сходство, так и различия в количественном составе 
лимфоцитов ПК как до, так и после лечения в зависимо-
сти от продолжительности жизни пациентов. Наиболее 
значительные отличия показателей по сравнению с 
пациентами остальных групп наблюдались у больных 
с максимальной ПЖ (более 2 лет) и касались основных 
популяций адаптивного и врожденного иммунитета. 
Только у больных с ПЖ более двух лет наблюдалось:

– повышение количества CD3+ Т-клеток, сниженного 
до лечения, после терапии Ипилимумабом, (в остальных 
группах этот показатель до лечения был в пределах 
нормы и не изменялся под влиянием терапии);

– повышенное до лечения количество CD3+CD8+ 
Т-лимфоцитов, которое под влиянием терапии Ипи-
лимумабом снижалось до нормы (в остальных груп-
пах до лечения этот показатель был в пределах нормы 
и не изменялся под влиянием терапии);

– снижение исходно повышенного процента 
CD8+ лимфоцитов после терапии до нормы, главным 

образом за счет снижения количества NK-клеток, 
экспрессирующих маркер CD8, и в меньшей степени 
вследствие снижения процента CD3+CD8+ Т-клеток (в 
остальных группах до лечения показатель был в пре-
делах нормы и не изменялся под влиянием терапии);

– увеличение числа CD3+CD4+ Т-лимфоцитов 
в процессе лечения Ипилимумабом (в остальных 
группах этот показатель до лечения был в пределах 
нормы, а после лечения не изменялся, или снижался 
как в группе пациентов с ПЖ менее 6 месяцев);

– повышение величины соотношения CD4/CD8 
после терапии Ипилимумабом, до лечения сниженной 
(в остальных группах этот показатель до лечения был 
в пределах нормы и после лечения или не изменялся, 
или снижался как в группе пациентов с ПЖ менее 
6 месяцев);

– нормальное количество NKT- клеток – как до, так 
и после лечения (у всех пациентов с ПЖ менее двух 
лет до лечения этот показатель был выше нормы).

CD3+CD8+ Т-клетки являются основными клетка-
ми-эффекторами адаптивного противоопухолевого 

Таблица 4. Субпопуляционная структура лимфоцитов периферической крови больных  
с продолжительностью жизни более 2-х лет (группа 4)

Маркер

До лечения
Медиана и квартили 

М (25%–75%)
или ͞x(s)

12 неделя 
Медиана и квартили 

М (25%–75%)
или ͞x(s)

Доноры
Медиана и квартили 

М (25%–75%)
или ͞x(s)

Р

2 3 1

CD3+ 70,4 (10,4) 79,3 (8,1) 74,5 (7,1)
Р1.3=0,023;
Р2.3=<0,001

CD3+CD4+ 36,3 (9,0) 46,2 (10,8) 41,9 (8,0)
Р1.2=0,017;
Р2.3=<0,001

CD3+CD8+ 32,1(7,0) 31,0 (7,1) 28,1 (5,5) Р1.2=0,017
CD3-CD8+ 10,0 (6,4) 6,3 (4,2) 8,1 (3,9) Р2.3=0,013

CD8+ 42,2 (6,2)
37,3 (8,1) 36,3 (7,2)

Р1.2=0,003; 
Р2.3=0,038

CD3+HLA-DR+ 15,0 (9,1–19,8)
12,2 (9,5–20,1) 5,2 (3,7–8,5)

Р1.2=<0,00;
Р1.3=<0,001

CD3-CD16+CD56+ 17,5 (10,9–28,4) 12,8 (6,9–18,7) 16,0 (11,5–20,5) Р2.3=0,001
CD3+CD16+CD56+ 9,9 (7,0–12,9) 10,5 (7,0–17,1) 9,0 (4,9–13,1)

CD3-CD19+ 3,0 (1,5–4,9) 3,3 (1,6–5,0) 5,1 (3,6–6,9)
Р1.2=<0,001 
Р1.3=0,010

CD8+CD28+ 4,5 (3,0–11,8) 6,0 (3,0–10,1) 7,7 (5,6–11,2)

CD8+CD28- 17,2 (12,0–29,5) 10,9 (5,2–12,9) 10,9 (6,9–13,8)
Р1.2=0,004;
Р2.3=0,004

CD8+CD28+/
CD8+CD28- 0,29 (0,2–0,5) 0,6 (0,3–1,4) 0,71 (0,5–0,9)

Р1.2=<0,001
Р2.3=0,015

CD4+CD25+ 12,8 (6,6–12,5) 11,3 (9,2–16,5) 9,2 (6,5–12,5)
CD4+CD25h+CD127l/- 10,6 (8,8–12,4) 10,7 (6,3–13,4) 9,4 (7,37–10,6)
CD4/CD8 22,0 (11,8–22,8) 16,7 (6,9 –25,1) 16,4 (12,3–21,7)

CD16+Perforin+ 0,83 (0,6–1,1) 1,19 (0,9–1,7) 1,19 (0,9–1,4)
Р1.2=0,005; 
Р2.3=<0,001

Цитотоксический  
потенциал CD16+ лф

94,6 (86,9–95,9) 90,7 (80,4–94,1) 91,4 (82,2–94,9)

CD8+Perforin+ 21,7 (10,4) 17,5 (10,0) 13,4 (5,7)
Р2.3=0,021;
Р1.2=0,001;

Цитотоксический  
потенциал CD8+ лф

50,2 (38,1–73,6) 46,4 (35,0–65,5) 38,9 (28,4–46,5) Р1.2=0,006
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иммунитета. Повышение их количества в опухолевом 
микроокружении и периферической крови во многих 
случаях коррелирует с благоприятным прогнозом 
заболевания [15]. В данном исследовании исходное 
повышенное количество CD8+ и CD3+CD8+ Т-клеток 
отмечалось только у пациентов с ПЖ более 2-х лет, что 
указывает на положительное значение повышения 
числа этих клеток до лечения при терапии Ипили-
мумабом больных меланомой. Увеличение процента 
CD8+ лимфоцитов в группе 4 до лечения, возможно, 
было связано с повышением количества не только 
Т-клеток, но и NК-клеток, достаточное число которых 
экспрессирует маркер CD8.

Важную роль в противоопухолевом иммунитете 
играют и CD3+CD4+ Т-лимфоциты [16], и повышение 
их числа под влиянием терапии Ипилимумабом толь-
ко у больных с максимальной продолжительностью 
жизни, по-видимому, имеет благоприятное прогно-
стическое значение. Важно отметить, что в группе 
с минимальной продолжительностью жизни после 
лечения наблюдалось снижение количества CD3+CD4+ 
Т-лимфоцитов.

В настоящее время известно несколько систем 
реализации лимфоцитами цитотоксической функ-
ции. Одним из основных путей является экзоцитоз 
литических гранул – перфорина и гранзимов. При 
взаимодействии клетки-эффектора с клеткой-ми-
шенью происходит высвобождение перфорина, 
который, встраиваясь в мембрану клетки-мишени, 
полимеризуется в присутствии ионов кальция, об-
разуя большие трансмембранные поры, вызывая тем 
самым осмотический «взрыв» и лизис клетки. Через 
эти поры в клетку приникают гранзимы, доверша-
ющие разрушение клетки, опосредуя деградацию 
ДНК клетки-мишени путем активации каспазы 3. 
Действие тандема этих молекул необратимо [17–19]. 
Полученные результаты показали, что количество 
CD45+CD8+Perforin+ лимфоцитов и их цитотоксиче-
ский потенциал до лечения превышали контрольные 
значения в 1, 2 и 4 группах. Важно отметить, что 
только в группе пациентов с ПЖ более 2-х лет содер-
жание перфорина в CD8+ лимфоцитах после лечения 
статистически значимо снижалось и доходило до 
нормальных значений. Ранее было показано, что на-
личие высокого содержания перфорин-позитивных 
клеток в структуре CD45+CD8+ Т-лимфоцитов можно 
рассматривать как фактор неблагоприятного про-
гноза основного заболевания [20, 21].

В настоящее время в клинических исследованиях 
значительное внимание уделяется NK-клеткам, кото-
рые являются главными эффекторными лимфоци-
тами врожденного иммунитета. Они обеспечивают 
защиту от вирусных инфекций и некоторых других 
патогенов на ранних этапах иммунного ответа и уча-
ствуют в контроле опухолевого роста и метастазиро-
вания [22]. У пациентов с ПЖ более 12 месяцев (3 и 4 
группы) под влиянием терапии количество NK-клеток 

снижалось. Снижение этого показателя у пациентов 
с ПЖ более 2 лет было значительно более выражено, 
и только у них сочеталось с повышением количества 
Т-клеток. По всей вероятности, увеличение количе-
ства CD3+ Т-лимфоцитов в условиях снижения числа 
NK-клеток носит компенсаторный характер и играет 
определенную роль в противоопухолевой защите 
или, возможно, это связано с тем, что основной ми-
шенью Ипилимумаба являются Т-клетки. В группах 
с ПЖ менее 1 года число NK-клеток оставалось на 
одном уровне, как до лечения, так и после. Различия 
в количестве CD16+Perforin+ лимфоцитов, возможно, 
не были выявлены в связи с тем, что эта популяция 
включает в себя и NK- и NKT-клетки.

Была обнаружена специфика характера измене-
ний количества В-клеток в зависимости от ПЖ. Во 
всех группах с продолжительностью жизни от 6 ме-
сяцев до двух лет процент В-клеток до лечения был 
в пределах нормы и снижался только после лечения 
(группы 2, 3). В группе с ПЖ менее 6 месяцев количе-
ство этих клеток, сниженное до лечения, повышалось 
до нормы. Только у пациентов с максимальной ПЖ 
показатель был ниже нормы и до и после лечения. В 
последние годы накапливаются данные о существова-
нии регуляторной популяции В-клеток, которая вно-
сит значительный вклад в патогенез аутоиммунных и 
неопластических заболеваний [23]. Мы обнаружили, 
что снижение количества В-клеток ПК как до, так и 
после лечения ассоциировалось с максимальной ПЖ 
пациентов с диссеминированной меланомой. Какую 
роль играют в данном случае В-клетки, не ясно, но 
повышение их количества после лечения только у 
больных с наименьшей продолжительностью жизни 
может указывать на его неблагоприятное значение.

Важным активационным маркером является 
HLA-DR. Экспрессия этого маркера повышается на 
Т-клетках при различных процессах, характеризу-
ющихся хроническим воспалением: инфекционных 
и аутоиммунных заболеваниях, а также при многих 
злокачественных опухолях. Обнаруженное нами 
повышение этого показателя у больных меланомой 
согласуется с данными других исследований [24, 25].

Наиболее интересными оказались результаты 
изучения динамики уровня регуляторных/супрессор-
ных лимфоцитов. С функционированием популяций 
регуляторных лимфоцитов связывают ускользание 
опухоли от иммунологического надзора и низкую 
эффективность противоопухолевой иммунотера-
пии. В подавлении противоопухолевого иммуните-
та участвуют регуляторные Т-клетки с фенотипом 
CD4+CD25high+CD27low/neg (Т-рег), CD3+CD16+CD56+ 

NKT-клетки и регуляторные CD8+CD28− Т-лимфоциты. 
Согласно современным представлениям, популяции 
этих клеток имеют прогностическое значение у он-
кологических больных.

NКT-клетки играют важную роль в регуляции 
иммунного ответа при различных патологических 
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состояниях и могут, как стимулировать, так и пода-
влять противоопухолевый иммунный ответ [26, 27]. 
Ранее в исследованиях нашей лаборатории было про-
демонстрировано неблагоприятное прогностическое 
значение CD3+CD16+CD56+ NKT-клеток  у больных 
генерализованной меланомой, получавших лечение 
дендритноклеточной вакциной [28]. Повышенное 
количество NKT-клеток у больных меланомой, полу-
чавших лечение Ипилимумабом, до и после лечения, 
возможно, является неблагоприятным фактором, т. к. 
наблюдалось, главным образом, в группах с меньшей 
ПЖ. В то же время в группе 3 количество этих клеток, 
будучи повышенным до лечения, после лечения сни-
жалось до нормы, а в группе 4 было в пределах нормы 
до и после лечения.

Наиболее значительные изменения процента 
CD8+CD28− Т-клеток были характерны только для 
больных с более высокой ПЖ (группы 3 и 4), но они 
носили разнонаправленный характер. У пациентов с 
ПЖ более 2-х лет количество CD8+CD28− Т-клеток до 
лечения было выше нормы, а после лечения оно ста-
тистически значимо снижалось до нормы. В осталь-
ных группах оно или оставалось в пределах нормы 
в оба момента исследования, или превышало норму, 
как у пациентов в группе 3. По данным различных 
авторов, CD8+CD28- Т-клетки являются гетерогенной 
популяцией и включают в свой состав как клетки-
эффекторы, так и клетки-супрессоры. При этом у он-
кологических больных они могут проявлять главным 
образом супрессорную функцию. G. Filaci с соавтора-
ми, исследуя опухолевые ткани, лимфоузлы и пери-
ферическую кровь больных различными формами 
злокачественных опухолей, обнаружили, что только у 
онкологических больных CD8+CD28- Т-клетки перифе-
рической крови проявляли супрессорную активность 
(в отличие от CD8+CD28- Т-клеток здоровых доноров, 
не обладавших супрессорной активностью) [29]. По 
данным различных авторов, CD8+CD28- Т-клетки игра-
ют отрицательную роль у онкологических больных и 
могут служить неблагоприятным прогностическим 
признаком, что нужно учитывать в процессе лечения 
[30, 31]. В данном исследовании повышение уровня 
этой супрессорной популяции до лечения наблюда-
лось только у пациентов с максимальной продолжи-
тельностью жизни, что может указывать на реакцию 
супрессорного звена иммунитета на эффективный 
иммунный ответ организма. В то же время снижение 
количества этих клеток после лечения может иметь 
благоприятное значение.

Актуальной задачей является изучение регулятор-
ных Т-клеток с фенотипом CD4+CD25high+CD127low/neg 

у больных, получающих таргетное лечение Ипили-
мумабом, т. к. данная популяция, как и эффекторные 
Т-клетки, также является мишенью для воздействия 
данного препарата [32]. Изменения количества кле-

ток данной регуляторной популяции под влиянием 
терапии Ипилимумабом наблюдались только в группе 
пациентов с ПЖ 1-2 года. После лечения количество 
Т-рег статистически значимо повышалось на фоне 
снижения процента CD4+CD25+ Т-лимфоцитов, кото-
рое, таким образом, было связано, скорее всего, со 
снижением количества не регуляторных активиро-
ванных Т-клеток. Причины изменений процента Т-рег 
клеток только в группе 3 не ясны. Следует отметить, 
что при определении этого показателя у индивидуаль-
ных больных, наиболее часто повышенный уровень 
регуляторных CD4+CD25high+CD127low/neg Т-клеток до 
лечения отмечался у пациентов с ПЖ более 2-х лет 
и максимальная ПЖ может быть обусловлена в част-
ности наличием клеток-мишеней таргетной иммуно-
терапии Ипилимумабом.

Заключение
Проведенное исследование выявило связь ис-

ходного количества эффекторных и регулятор-
ных популяций лимфоцитов периферической 
крови с продолжительностью жизни больных 
генерализованной меланомой кожи, леченных 
Ипилимумабом. Основные различия в исходной 
величине показателей наблюдались между груп-
пой с максимальной продолжительностью жизни 
(более 2-х лет) и группами пациентов с ПЖ менее 
2 лет. Наиболее значительные изменения линейной 
структуры лимфоцитов ПК под влиянием терапии 
Ипилимумабом также наблюдались у пациентов 
с ПЖ более 2-х лет, что указывает на сохранение 
функциональной способности иммунной системы 
у данной группы больных отвечать на проводимое 
лечение. Результаты, полученные при исследовании 
субпопуляционного состава лимфоцитов ПК паци-
ентов с генерализованной меланомой, указывают 
на четкую связь исходного состояния Т-клеточного 
звена иммунитета (CD4+ и CD8+) и характера его 
изменений с эффективностью терапии Ипили-
мумабом. Это также демонстрирует специфику 
взаимосвязи других популяций лимфоцитов, из-
ученных нами, включая популяции регуляторных 
Т- и NKT-клеток, с показателями общей выживае-
мости. Таким образом, полученные нами данные 
указывают на необходимость разработки алгоритма 
исследования состояния иммунитета у онкологиче-
ских пациентов с различными злокачественными 
новообразованиями для определения наиболее 
значимых прогностических и предиктивных марке-
ров, которые помогут обосновать целесообразность 
назначения иммунотерапевтического лечения в 
каждом конкретном случае и послужат основой 
для проведения персонализированного лечения 
онкологических больных.
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