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Аннотация
Обоснование. Для усиления противоопухолевого иммунного ответа разрабатываются новые перспективные методы 
иммунотерапии, заключающиеся в блокаде и активации контрольных точек иммунитета, в частности блокада молекулы 
Lag-3 (lymphocyte‐activation gene 3) и активация рецептора GITR (Glucocorticoid induced TNF receptor). При исследовании 
комбинированного применения с блокаторами молекулы PD-1 получены обнадеживающие результаты, что делает оценку 
экспрессии Lag-3 и GITR на иммунокомпетентных клетках периферической крови (ПК) и опухолевой ткани необходимой 
для персонализации такого лечения и понимания механизмов противоопухолевого иммунного ответа. 
Материалы и методы. В исследование включены образцы периферической крови и операционный материал 39 больных 
раком молочной железы, находящихся на лечении в ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н.Н. Блохина». Оценку субпопуляционного 
состава и экспрессии молекул PD-1, Lag-3 и GITR проводили с помощью метода проточной цитометрии. 
Результаты. Анализ основных популяций лимфоцитов ПК показал, что у больных РМЖ повышено содержание NKT-лим-
фоцитов, увеличена доля лимфоцитов, экспрессирующих маркеры CD11b и CD25, по сравнению с донорской группой. 
Выявлено, что в опухолевой ткани преобладают Т-клетки, увеличение доли которых происходит за счет уменьшенного 
содержания NK- и B-лимфоцитов. В структуре лимфоцитов, инфильтрующих опухоль, преобладают субпопуляции с им-
муносупрессорной активностью, на что указывает снижение содержания CD11b+, CD25+ и перфоринпозитивных клеток, 
повышенная экспрессия Lag-3 и PD-1. Для ПК и опухолевой ткани показана средняя степень зависимости экспрессии Lag-3 
от содержания PD-1+ лимфоцитов, а также увеличение содержания иммуносупрессорных субпопуляций при высоких по-
казателях PD-1. Установлена прямая зависимость количества перфоринсодержащих лимфоцитов и экспрессии CD11b от 
содержания GITR в ПК, что не характерно для опухолевой ткани рака молочной железы. 
Заключение.  Поскольку блокада молекулы Lag-3 моноклональными антителами может усиливать эффект анти-PD-1-те-
рапии онкологических больных, необходима оценка экспрессии и коэкспрессии этих двух маркеров. Высокое содержание 
в опухолевой ткани GITR-позитивных лимфоцитов, с одной стороны, и снижение доли эффекторных субпопуляций лим-
фоцитов, с другой, указывают на влияние микроокружения опухоли на функционирование GITR-опосредованной актива-
ции иммунного ответа. Для понимания природы такого противоречия требуется дальнейшее исследование экспрессии и 
функциональной активности GITR. 
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фоциты, инфильтрирующие опухоль, рак молочной железы
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Введение
В последние годы иммунотерапия, преимущественно ос-

нованная на блокаде белков PD-1/PDL-1 [cell death protein 1 
(anti-PD-1)/programmed death-ligand 1] и CTLA-4 (cytotoxic 
T-lymphocyte-associated protein 4) моноклональными анти-
телами (МКА), в корне изменила представление о лечении 
больных со злокачественными новообразованиями. Однако 
существует определенная когорта пациентов, резистентных 
к данному виду терапии. Несмотря на постепенное совер-
шенствование подходов к лечению онкологических больных 
блокаторами контрольных точек иммунитета (чек-поинтов), 
для достижения наилучшей эффективности терапии и уве-
личения выживаемости крайне необходимы изучение им-
мунного ландшафта микроокружения опухоли и поиск аль-
тернативных способов модуляции иммунной функции [1].

Для усиления противоопухолевого иммунного ответа 
разрабатываются новые перспективные методы лечения, за-

ключающиеся в блокаде коингибирующих и активации ко-
стимулирующих молекул, в частности блокада молекулы 
Lag-3 (lymphocyte-activation gene 3) и активация рецептора 
GITR (Glucocorticoid induced TNF receptor) [2]. Комбиниро-
ванная терапия, направленная на 2 или более контрольные 
точки иммунитета, находится на разных стадиях фундамен-
тальных и клинических исследований. Совместное воздей-
ствие на множественные иммунные чек-поинты потенци-
ально может повысить эффективность иммунотерапии, что 
и продемонстрировано у больных диссеминированной ме-
ланомой и почечно-клеточным раком [3].

Lag-3 структурно подобна молекуле CD4 и также преиму-
щественно связывается с главным комплексом гистосовме-
стимости 2-го типа. Установлено, что молекула Lag-3 экс-
прессируется на поверхности активированных CD4+ и CD8+ 
эффекторных клеток, но также представлена на Т-регуля-
торных клетках, NK-лимфоцитах и дендритных клетках. 
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Abstract
Background. To enhance the antitumor immune response, new promising methods of immunotherapy are being developed. 
They consist in the blockade and activation of immune check-point molecules, in particular, the blockade of the Lag‐3 molecule 
(lymphocyte-activation gene 3) and the activation of the GITR receptor (Glucocorticoid induced TNF receptor). In the studies of 
combined use with PD-1 blockers, encouraging results were obtained, which makes the assessment of the expression of Lag-
3 and GITR on immunocompetent cells of peripheral blood (PB) and tumor tissue necessary for the personalization of such 
treatment and understanding of the mechanisms of the antitumor immune response. 
Materials and methods. The study included peripheral blood samples and surgical material from 39 breast cancer patients 
being treated at the Blokhin National Medical Research Center of Oncology. The subpopulation composition and expression of 
PD-1, Lag-3, and GITR molecules were evaluated by flow cytometry. 
Results. The analysis of the main populations of PB lymphocytes showed that in patients with breast cancer, the content of NKT-
lymphocytes was increased, and the proportions of lymphocytes expressing CD11b and CD25 markers were increased compared 
to the donor group. It was revealed that the tumor tissue is dominated by T-cells, an increase in the proportion of which occurs 
due to a reduced content of NK-lymphocytes and B-lymphocytes. The structure of Tumor-infiltrating lymphocytes (TILs) is 
dominated by subpopulations with immunosuppressive activity, which is indicated by a decrease in the content of CD11b+, CD25+ 
and perforin-positive cells, increased expression of Lag-3 and PD-1. For PB and tumor tissue, the average degree of dependence 
of Lag-3 expression on the content of PD-1+ lymphocytes was shown. There is an increase in the content of immunosuppressive 
subpopulations with high PD-1 values in PB and TILs. The direct dependence of the number of perforin-containing lymphocytes 
and CD11b expression on the GITR content in the PB was established, but it is not typical for breast cancer tissue. 
Conclusion. Since the blockade of the Lag-3 molecule by monoclonal antibodies can enhance the effect of anti-PD-1 therapy in 
cancer patients, it is necessary to evaluate the expression and co-expression of these two markers. A high content of GITR-positive 
lymphocytes in the tumor tissue, on the one hand, and a decrease in the proportion of effector subpopulations of lymphocytes, on 
the other, indicates the influence of the tumor microenvironment on the functioning of GITR-mediated activation of the immune 
response. Further investigation of GITR expression and functional activity is required to understand the nature of this contradiction.
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Показана способность Lag-3 ослаблять иммунный ответ, 
как напрямую подавляя активацию Т-клеток, так и опосре-
дуя иммуносупрессивные функции регуляторных клеток. 
Предполагается, что Lag-3 играет решающую роль в индук-
ции и подавлении активности регуляторных Т-клеток, а ин-
гибирование или нокаут Lag-3 приводит к увеличению про-
лиферации как CD4+, так и CD8+ Т-клеток [4]. Существуют 
данные, что степень экспрессии Lag-3 на иммунокомпетент-
ных и стромальных клетках является независимым прогно-
стическим фактором при онкологических заболеваниях [5].

GITR (TNFRSF18/CD357/AITR) – трансмембранный бе-
лок, относящийся к суперсемейству TNFR, включающему 
также молекулы OX40, CD27, CD40 и 4-1BB. С высокой сте-
пенью экспрессии GITR представлен на CD4+CD25+FoxP3+ 
T-регуляторных клетках и с низкой степенью – на наивных 
и Т-клетках памяти. В процессе активации CD8+ и CD4+ эф-
фекторных клеток степень экспрессии GITR быстро увели-
чивается, достигая наивысших значений на активированных 
Т-регуляторных клетках, что, в свою очередь, сопровожда-
ется уменьшением уровня FoxP3 и супрессорной активно-
сти [6]. Также молекула GITR представлена на мембране 
NK-клеток и в меньшей степени B-лимфоцитов, макрофагов 
и дендритных клеток [7]. 

Лиганд GITR (GITRL) преимущественно экспрессирует-
ся на активированных антигенпрезентирующих клетках, 
включая макрофаги, B-лимфоциты, дендритные и эндоте-
лиальные клетки. Активация GITR приводит к уменьше-
нию Т-клеточного апоптоза и повышает длительность жиз-
ни Т-лимфоцитов. Взаимодействие GITR с его лигандом 
усиливает активацию Т-лимфоцитов путем увеличенной се-
креции интерлейкина-2 и интерферона γ, экспрессии CD25 и 
стимулирует клеточную пролиферацию. Стимуляция GITR 
усиливает цитотоксические функции CD8+ Т-клеток и обе-
спечивает выживаемость CD8+ Т-клеток памяти [8]. Одним 
из наиболее интересных результатов исследований являет-
ся то, что агонисты GITR подавляют рост опухоли и увели-
чивают выживаемость не только в иммуногенных моделях 
опухолей (толстая кишка, мочевой пузырь, легкие, мелано-
ма), но и в низкоиммуногенных опухолях (молочная железа, 
мышиная модель меланомы B16, яичники). Данное наблю-
дение позволяет считать активаторы GITR уникальными и 
перспективными терапевтическими средствами по сравне-
нию с другими ингибиторами чек-поинтов, для которых те-
кущее состояние иммунной системы определяет эффектив-
ность иммунотерапии [9].

Клинические исследования препаратов, использующих 
данные молекулы как мишени, показали лишь частичную 
эффективность при монотерапии. Вместе с тем при иссле-
довании комбинированного применения с блокаторами мо-
лекулы PD-1 получены обнадеживающие результаты, что 
делает оценку экспрессии Lag-3 и GITR на иммунокомпе-
тентных клетках периферической крови (ПК) и опухолевой 
ткани необходимой для персонализации такого лечения и 
понимания механизмов противоопухолевого иммунного от-
вета [10].

Материалы и методы
В исследование включены образцы ПК и операционный ма-

териал 39 больных раком молочной железы (РМЖ), находя-
щихся на лечении в ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н.Н. Бло-
хина», из них: стадия T1N0M0 – 18 человек, T1N1M0 – 1, 
T2N0M0 – 15, T2N1M0 – 3, T2N2M0 – 1, T3N1M0 – 1. 
У 35 (89,7%) больных установлен гистологический диагноз – 
инфильтративный протоковый рак, у 3 (7,7%) – инфильтра-
тивный дольковый и у 1 пациента (2,6%) – инфильтративный 
протоковый и дольковый. У 26 (66,7%) пациентов обнаружен 
люминальный В (Her2/neu-отрицательный) подтип РМЖ, 
у 5 (12,8%) – люминальный А, у стольких же – трижды не-
гативный подтип, у 2 (5,1%) – люминальный В (Her2/neu- 
положительный) и у 1 пациента – Her2/neu-положительный.

Медиана возраста составила 50 лет (от 29 до 79 лет). Все 
пациенты получали хирургическое лечение.

Для выделения внутриопухолевых лимфоцитов материал, 
полученный путем кор-биопсии, или операционный матери-
ал подвергали умеренной гомогенизации с помощью модуля 
BD Medimachine Module (BD Bioscience, США) при комнат-
ной температуре с последующей фильтрацией через фильтр 
Filcon 50 мкм (BD Bioscience, США).

Для оценки субпопуляционного состава лимфоцитов ПК 
и лимфоцитов, инфильтрирующих опухоль (ЛИО), приме-
няли 6-цветное окрашивание клеток с использованием па-
нели МКА к поверхностным маркерам Т- и В-лимфоцитов, 
NK- и NKT-клеток, активированных лимфоцитов, регуля-
торных Т-клеток (CD3, CD4, CD8, CD28, CD11b, CD25, CD16, 
CD56, CD19, CD127, CD279, Lag-3, GITR) и к внутриклеточ-
ному перфорину – Perforin (BD Bioscience, Beckman Coulter 
и e-Bioscience, США). Для изучения внутриклеточных бел-
ков (перфорин) проводили реакцию пермеабилизации с по-
мощью коммерческого набора Intra-prep (Beckman Coulter, 
США), который позволяет изменять проницаемость мембра-
ны клеток. 

Выделение гейта лимфоцитов проводили по экспрес-
сии панлейкоцитарного антигена CD45 в координатах 
SSCvsCD45.

Исследование регуляторных (CD4+CD127-/lowCD25+/
CD8+CD11b-CD28-), наивных (CD8+CD11b-CD28+) и эф-
фекторных (CD8+CD11b+CD28-) Т-клеток осуществляли с 
использованием последовательного гейтирования. На пер-
вом этапе выделяли гейт лимфоцитов (R1) в координатах 
SSCvsCD45, затем из гейта лимфоцитов (R1) выделяли гей-
ты CD8/CD4+ лимфоцитов (R2/R3 соответственно).

Цитотоксический потенциал CD16+- и CD8+-лимфоцитов 
оценивали как процент перфоринпозитивных клеток в со-
ставе соответствующей популяции. 

Для оценки экспрессии поверхностных и внутрикле-
точных маркеров использовали проточный цитометр 
FACSCanto II (BD Bioscience, США) с программным паке-
том FACSDiva 7.0. В каждом образце анализировали 5 тыс. 
событий в гейте CD45+-лимфоцитов.

Материалы исследования подвергнуты статистической 
обработке с использованием методов параметрического и 

Таблица 1. Содержание основных популяций лимфоцитов в ПК и ЛИО
Table 1. The content of the main lymphocyte populations of in peripheral blood (PB) and l tumor-infiltrating lymphocytes (TIL)

Фенотип Содержание в ПК Содержание в ЛИО p

CD3+ Т-лимфоцит 68,9 (61,0; 76,3) 92,7 (85,7; 95,3) 0,0000

CD3+CD4+ Т-хелперы 38,4 (30,0; 44,5) 48,4 (39,7; 54,0) 0,0006

CD8+ клетки 38,5 (32,1; 45,4) 43,2 (35,6; 55,0) 0,0121

CD3+CD8+ ЦТЛ 27,9 (18,5; 35,5) 42,6 (34,2; 53,3) 0,0000

CD3-CD16+CD56+ NK-клетки 17,5 (12,3; 27,8) 2,9 (1,9; 6,1) 0,0000

CD3+CD16+CD56+ NKT-клетки 15,1 (7,5; 19,1) 6,0 (4,5; 9,7) 0,0000

CD3-CD19+ B-лимфоцит 8,9 (6,2; 11,1) 2,3 (1,1; 3,9) 0,0000

Примечание. Здесь и далее в табл. 1–4: данные представлены в виде медианы и квартилей;  р – уровень статистической значимости.
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непараметрического анализа. Накопление, корректировка, 
систематизация исходной информации и визуализация по-
лученных результатов осуществлялись в электронных та-
блицах Microsoft Office Excel 2016. Статистический ана-
лиз проводился с использованием программы Statistica 13.3 
(разработчик – StatSoft.Inc, США). Характер распределения 
показателей определяли с помощью критерия Шапиро–Уил-
ка (при n<50). Статистическую значимость различий между 
сравниваемыми группами оценивали по непараметрическо-
му двустороннему U-критерию Манна–Уитни (U). Уровень 
статистической значимости принят равным 0,05. Показа-
тели представлены в виде медианы (Me) и квартилей (25 и 
75-й процентили). Определение взаимосвязи между пока-
зателями проводили с помощью корреляционного анализа 
Спирмена (коэффициент корреляции r).

Результаты 
Определено содержание основных популяций лимфоци-

тов в ПК и опухолевой ткани больных РМЖ (табл. 1). 
В ПК содержание CD3+ Т-лимфоцитов составило 68,9%, 

что достоверно ниже, чем в опухолевой ткани. За исключе-
нием NKT-клеток доля всех субпопуляций Т-лимфоцитов 
(CD3+CD4+ T-хелперов, CD3+CD8+ цитотоксических Т-лим-
фоцитов – ЦТЛ) в ПК ниже, чем в опухолевой ткани. Следу-
ет отметить, что NK-клетки и B-клетки опухолевой ткани со-
ставляют всего 2,9 и 2,3% соответственно, в то время как в 
ПК эти показатели значительно выше и соответствуют нор-
мальным значениям (17,5 и 8,9% соответственно).

Содержание CD8+-клеток в опухолевой ткани достовер-
но выше, но поскольку эта популяция клеток обладает ши-

рокой фенотипической и функциональной гетерогенностью, 
необходимо прицельное исследование ее субпопуляционной 
структуры.

В рамках данной работы проведена оценка популя-
ций CD8-клеток с фенотипами CD8+CD11b+CD28- (эф-
фекторные ЦТЛ), CD8+CD11b+CD28+ (активированные 
CD8+), CD8+CD11b-CD28+ (наивные CD8+-лимфоциты), 
CD8+CD11b-CD28- (регуляторные CD8+-лимфоциты) в ПК 
и опухолевой ткани. 

Выявлены достоверные различия в содержании эффек-
торных ЦТЛ, активированных CD8+-клеток и регулятор-
ных CD8+-лимфоцитов в ПК и опухолевой ткани (табл. 2).

Для CD8+-лимфоцитов ПК характерно преобладание 
субпопуляции эффекторных ЦТЛ (58,4%), доля этих кле-
ток в ПК существенно выше таковой в опухолевой ткани 
(13,8%). В опухолевой ткани повышено содержание регуля-
торных и активированных CD8+-лимфоцитов. Количество 
наивных CD8+-клеток в ПК и опухолевой ткани сопостави-
мо (26,8 и 30,2% соответственно).

Показано, что в опухолевой ткани содержание как обще-
го CD25+, так и CD4+CD25+ достоверно выше в ПК, чем в 
ЛИО. При этом количество CD4+CD127-/lowCD25+ T-регу-
ляторных клеток в ПК и опухолевом образце сопоставимо и 
не имеет статистических различий (см. табл. 2).

Проведенное нами исследование цитотоксического по-
тенциала эффекторных популяций показало, что в ПК зна-
чительно выше как содержание перфорина, так и процент 
CD8+ и CD16+ перфоринсодержащих клеток.

При анализе экспрессии молекул PD-1 и Lag-3 показано, 
что ЛИО (как CD4+, так и CD8+) содержат больше CD279 и 

Таблица 2. Оценка маркеров активации и содержания эффекторных и регуляторных субпопуляций лимфоцитов в ПК и ЛИО
Table 2. The assessment of the activation markers and effector and regulatory lymphocyte subpopulations in the PB and TIL

Фенотип Содержание в ПК Содержание в ЛИО p

CD25+ 27,8 (24,8; 39,1) 16,2 (12,0; 20,3) 0,0000

CD4+CD25+ 18,0 (15,1; 24,8) 12,6 (9,2; 15,5) 0,0003

CD4+CD127-/lowCD25+Treg 9,0 (6,8; 11,9) 12,0 (5,3; 17,2) 0,2202

CD28+ 50,1 (41,8; 56,5) 57,5 (53,5; 65,3) 0,0191

CD8+CD28+ 13,2 (8,8; 17,7) 17,3 (13,1; 19,4) 0,0154

CD11b+ 50,7 (41,9; 58,6) 26,2 (22,9; 30,5) 0,0000

CD8+CD11b+ 25,7 (20,4; 31,7) 9,6 (6,5; 14,2) 0,0000

CD8+CD11b+CD28- 58,4 (47,0; 68,6) 13,8 (10,7; 17,1) 0,0000

CD8+CD11b+CD28+ 8,7 (6,3; 10,3) 15,4 (10,8; 17,6) 0,0007

CD8+CD11b-CD28- 5,3 (2,7; 7,3) 34,7 (30,8; 43,1) 0,0000

CD8+CD11b-CD28+ 26,8 (17,3; 36,7) 30,2 (21,1; 40,4) 0,3315

CD279+ 17,5 (14,6; 22,5) 44,8 (40,3; 48,7) 0,0000

CD4+CD279+ 9,8 (8,0; 11,7) 25,8 (19,8; 28,6) 0,0000

CD8+CD279+ 7,0 (5,6; 10,0) 20,9 (12,0; 24,95) 0,0000

Lag-3+ 0,5 (0,3; 1,5) 1,8 (1,1; 2,55) 0,0018

CD4+Lag-3+ 0,2 (0,1; 0,8) 1,0 (0,6; 1,6) 0,0001

CD8+Lag-3+ 0,3 (0,1; 0,7) 1,0 (0,3; 2,4) 0,0014

CD16+Lag-3+ 0,1 (0; 0,1) 0,2 (0; 0,8) 0,5613

GITR+ 7,6 (5,3; 11,3) 13,7 (10,3; 18,2) 0,0004

CD4+GITR+ 4,1 (3,0; 6,0) 9,3 (8,2; 13,0) 0,0000

CD8+GITR+ 2,6 (1,3; 4,9) 3,0 (1,84; 4,2) 0,8248

CD16+GITR+ 2,3 (0,1; 4,3) 1,2 (1,0; 1,3) 0,5485

Perforin+ 27,2 (21,2; 39,6) 5,3 (1,4; 7,4) 0,0000

CD8+Perf+ 14,5 (10,7; 22,8) 3,3 (0,6; 5,0) 0,0000

actCD8 45,9 (31,1; 56,1) 9,9 (1,5; 10,6) 0,0000

CD16+Perf+ 15,3 (9,1; 20,9) 1,2 (0,7; 3,0) 0,0000

actCD16 78,2 (66,8; 88,1) 32,9 (7,9; 60,2) 0,0006
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Lag-3-позитивных клеток, чем лимфоциты ПК (см. табл. 2). 
Содержание общего пула GITR-позитивных лимфоцитов 
и популяции CD4+GITR+ также было выше в ЛИО, одна-
ко значения популяции CD8+GITR+ не имели достоверных 
различий между ЛИО и ПК. 

Медиана количества PD-1-положительных клеток в ПК 
пациентов составила 17,5%.

В группе с высоким содержанием PD-1 (>17,5%) повы-
шены значения CD3+ Т-лимфоцитов, CD3+CD8+ клеток и 
CD3+CD16+CD56+ NKT-лимфоцитов (табл. 3). Также по-
казано, что в этой группе более высокое количество Treg и 
Lag-3-позитивных клеток по сравнению с группой с низким 
содержанием PD-1 (<17,5%). 

По такому же принципу проведен анализ экспрессии мар-
кера PD-1 на лимфоцитах опухолевой ткани. Медиана коли-
чества PD-1-положительных ЛИО составила 44,8%.

Для группы с высоким содержанием PD-1 (>44,8%) ха-
рактерны более высокие значения Т-лимфоцитов, в част-

ности CD3+CD8+ клеток, что ранее отмечено и для лим-
фоцитов ПК.

Интересно отметить, что медиана содержания NKT-лим-
фоцитов в группе с низким значением PD-1 (<44,8%) прак-
тически в 2 раза ниже по сравнению с таковой для группы 
с высоким содержанием PD-1, однако это различие не под-
тверждено статистически (табл. 4).

Установлено, что в группе 2 содержание CD8+CD11b-
CD28- клеток выше по сравнению с группой 1, различий в 
содержании Treg не выявлено.

Для оценки взаимосвязи экспрессии молекул Lag-3, GITR 
и PD-1 в ПК и ЛИО проведен корреляционный анализ по 
Спирмену. Выявлена средняя степень зависимости марке-
ров Lag-3 и PD-1 (r=0,42 для ПК и r=0,51 для ЛИО). Зависи-
мость экспрессии молекулы GITR от PD-1 и Lag-3 не обна-
ружена (табл. 5).

Для оценки влияния экспрессии молекулы GITR на лим-
фоцитах ПК мы также разделили больных на 2 группы в 

Таблица 3. Сравнение субпопуляционного баланса ПК с низким (группа 1) и высоким (группа 2) содержанием PD-1
Table 3. The comparison between the subpopulation balance in PB expressing low (group 1) and high (group 2) levels of PD-1

Фенотип Группа 1
PD-1<17,5% (n=20)

Группа 2
PD-1>17,5% (n=19) p

CD3+ 60,7 (57,65; 65,8) 72,8 (64,3; 77,4) 0,0136

CD3+CD4+ 38,1 (29,2; 44,45) 37,6 (29,2; 41,35) 0,7063

CD8+ 35,3 (30,6; 41,25) 44,9 (38,65; 50,25) 0,0098

CD3+CD8+ 20,2 (16,3; 27,65) 33,7 (29,1; 37) 0,0010

CD3-CD16+CD56+ 26,5 (15,35; 28,8) 14,9 (12,65; 23,75) 0,0734

CD3+CD16+CD56+ 7,8 (5; 16,45) 18,3 (14,8; 25,35) 0,0047

CD3-CD19+ 8,5 (6,05; 12) 7,6 (6,2; 9,4) 0,4737

CD25+ 27,8 (22,55; 31,45) 26,1 (24,25; 33,3) 0,7344

CD4+CD25+ 15,9 (12,45; 21,65) 18,1 (15,55; 23,65) 0,2277

CD4+CD127-/lowCD25+ 7,3 (6,2; 9,55) 10,5 (6,9; 12,5) 0,0213

CD28+ 49,9 (43,35; 55,35) 44,0 (39,05; 53,3) 0,5976

CD8+CD28+ 9,6 (7,3; 13,65) 13,7 (10,55; 17,4) 0,0522

CD11b+ 50,7 (44,2; 57,95) 55,8 (47,2; 61,2) 0,4287

CD8+CD11b+ 25,6 (19,6; 30,3) 31,4 (25,55; 36,05) 0,0796

CD8+CD11b+CD28- 62,7 (52,75; 72,1) 61,6 (47,55; 69) 0,5847

CD8+CD11b+CD28+ 7,2 (4,75; 9,15) 9,2 (6,8; 10,1) 0,1266

CD8+CD11b-CD28- 3,3 (2,15; 6,45) 6,4 (3,75; 7,85) 0,0828

CD8+CD11b-CD28+ 24,2 (17,05; 32,15) 22,9 (16,75; 34,8) 0,9100

CD279+ 14,6 (12,5; 16,3) 22,5 (18,85; 29,55) 0,0000

CD4+CD279+ 8,6 (6,6; 10,7) 10,5 (9,35; 13,2) 0,0135

CD8+CD279+ 5,6 (4,75; 6,8) 10,0 (7; 13,4) 0,0001

Perforin+ 32,8 (24,2; 43,25) 27,5 (19,4; 40,95) 0,5718

CD8+Perf+ 15,5 (11,9; 23,3) 14,0 (11,5; 22,7) 0,7063

actCD8 48,2 (35; 62,3) 34,7 (25,9; 47,4) 0,0648

CD16+Perf+ 20,7 (13,85; 26,7) 13,9 (8,05; 17,45) 0,0150

actCD16 85,1 (72,2; 91,4) 69,1 (57,5; 83,9) 0,0500

Lag-3+ 0,4 (0,2; 1,05) 1,5 (0,4; 2,5) 0,0413

CD4+Lag-3+ 0,2 (0,1; 0,3) 0,8 (0,1; 1,3) 0,1000

CD8+Lag-3+ 0,1 (0,1; 0,4) 0,5 (0,3; 1) 0,1333

CD16+Lag-3+ 0 (0; 0,1) 0,1 (0,1; 0,1) 0,1138

GITR+ 9,7 (5,4; 12,05) 7,9 (4,9; 10,8) 0,4641

CD4+GITR+ 5,2 (3; 7,1) 4,8 (3,5; 7,2) 0,8558

CD8+GITR+ 3,2 (1,8; 6,3) 3,2 (1,9; 5) 0,9379

CD16+GITR+ 3,6 (1,4; 7,15) 1,8 (0; 2,3) 0,2118

Возраст, лет 51,5 (40,5; 60,5) 51,0 (47; 61) 0,7365
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Таблица 4. Сравнение субпопуляционного баланса ЛИО с низким (группа 1) и высоким (группа 2) содержанием PD-1
Table 4. The comparison between the subpopulation balance of TIL expressing low (group 1) and high (group 2) levels of PD-1

Фенотип Группа 1
PD-1<44,8% (n=15)

Группа 2
PD-1>44,8% (n=15) p

CD3+ 83,0 (81,5; 92,5) 94,5 (92,5; 95,4) 0,0184

CD3+CD4+ 49,8 (41,15; 52,9) 42,4 (37,2; 49) 0,3865

CD8+ 36,4 (31,7; 47) 52,0 (43,1; 53,4) 0,0433

CD3+CD8+ 35,7 (31; 45,75) 50,8 (42,1; 52,7) 0,0433

CD3-CD16+CD56+ 2,6 (2,1; 6,3) 3,2 (2,2; 5) 0,9233

CD3+CD16+CD56+ 3,7 (2,6; 7,2) 6,0 (4,9; 7,7) 0,2110

CD3-CD19+ 4,9 (1; 15,55) 1,6 (1,1; 2,5) 0,5637

CD25+ 13,6 (11,8; 18,45) 14,4 (10,9; 19,8) 0,8336

CD4+CD25+ 11,2 (8,75; 14,35) 10,8 (7,75; 15,6) 0,7929

CD4+CD127-/lowCD25+ 14,1 (9,2; 19,1) 12,0 (7,6; 13,7) 0,3173

CD28+ 62,4 (57; 65,3) 55,2 (42,5; 57,5) 0,1495

CD8+CD28+ 17,5 (16,9; 18,2) 16,8 (12,9; 17,4) 0,4233

CD11b+ 27,0 (22,9; 32,8) 24,3 (18; 26,8) 0,5218

CD8+CD11b+ 6,0 (4,4; 8,5) 10,8 (7,2; 12,7) 0,2002

CD8+CD11b+CD28- 14,5 (13,8; 15) 15,5 (13,8; 19,5) 0,8727

CD8+CD11b+CD28+ 16,8 (11,9; 21,9) 12,0 (8,3; 17) 0,1496

CD8+CD11b-CD28- 31,5 (20,9; 34,7) 43,9 (38,3; 54,7) 0,0250

CD8+CD11b-CD28+ 35,3 (30,2; 40,9) 22,4 (17,3; 26,7) 0,0782

CD279+ 38,2 (30,55; 42,05) 48,7 (45,5; 50,3) 0,0005

CD4+CD279+ 22,7 (16,8; 27,3) 27,6 (25,65; 29,3) 0,0491

CD8+CD279+ 12,0 (8,9; 21,05) 25,0 (20,75; 30,75) 0,0136

Perforin+ 6,2 (1,1; 8,2) 3,0 (1,5; 4,9) 0,6242

CD8+Perf+ 4,4 (0,6; 5) 2,7 (0,7; 5,1) 0,7133

actCD8 9,9 (2,4; 10,1) 5,9 (1,1; 13,3) 0,8065

CD16+Perf+ 3,6 (0,8; 6,8) 0,9 (0,65; 1,25) 0,3865

actCD16 62,9 (33,6; 86,9) 10,7 (5,9; 19,1) 0,1489

Lag-3+ 1,3 (0,55; 1,85) 1,9 (1,4; 2,1) 0,1489

CD4+Lag-3+ 1,1 (0,35; 1,35) 1,0 (0,8; 1,3) 0,8852

CD8+Lag-3+ 0,5 (0,25; 1,2) 1,1 (0,4; 1,7) 0,1489

GITR+ 11,6 (8,7; 16,2) 13,1 (10,9; 17,1) 0,5966

CD4+GITR+ 8,9 (8,2; 13) 9,7 (8,1; 12,4) 0,7494

CD8+GITR+ 2 (1,15; 3,6) 2,6 (2,1; 3,1) 0,3359

CD16+GITR+ 2,3 (1,3; 3,2) 0,7 (0,4; 1) 0,1213

% TIL 0,7 (0,45; 1,9) 0,6 (0,4; 1,3) 0,56354

Таблица 5. Корреляция между экспрессией молекул PD-1 (CD279), Lag-3 и GITR в ПК и ЛИО
Table 5. The correlation between the expression of PD-1 (CD279), Lag-3 and GITR in PB and TIL

Маркер CD279, кровь CD279, ЛИО Lag-3, кровь Lag-3, ЛИО GITR, кровь GITR, ЛИО

CD279, кровь -0,0118 0,4257 -0,1668 -0,0531 -0,3008

CD279, ЛИО -0,0118 0,2115 0,5107 0,0357 0,1575

Lag-3, кровь 0,4257 0,2115 -0,3154 0,1161 0,1164

Lag-3, ЛИО -0,1668 0,5107 -0,3154 -0,3430 0,3204

GITR, кровь -0,0531 0,0357 0,11641 -0,3430 -0,0731

GITR, ЛИО -0,3008 0,1575 0,1164 0,3204 -0,0731
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зависимости от содержания данного маркера. За порого-
вое значение приняли 7,6% (медиана содержания GITR на 
лимфоцитах ПК). В группе с высоким содержанием GITR 
(группа 2) по сравнению с группой 1 снижено количество 
CD3+ Т-лимфоцитов, повышены содержание маркера адге-
зии CD11b и экспрессия перфорина (табл. 6). Отмечена тен-
денция к повышению количества NK-клеток в группе 2. 
Для ЛИО подобных закономерностей не выявлено. Корре-
ляционный анализ показал наличие средней степени зави-
симости между экспрессией GITR и CD3 (r=-0,4067), GITR 
и CD11b (r=0,3420) на лимфоцитах ПК. Данные представле-
ны в табл. 7.

Обсуждение
Анализ основных популяций лимфоцитов ПК показал, 

что у больных РМЖ повышено содержание NKT-лимфо-
цитов по сравнению c донорской группой из более ранне-
го исследования лаборатории [11]. Мировые исследования 
отмечают двойственную роль экспансии NKT-лимфоцитов. 
Существуют данные о неблагоприятном прогнозе заболе-
вания при низком количестве NKT-клеток. Другие авторы, 
напротив, связывают рост содержания NKT-лимфоцитов с 
прогрессированием заболевания и развитием иммуносу-
пресcии [12].

В ПК пациентов отмечено повышение доли лимфоцитов, 
экспрессирующих маркер адгезии CD11b, по сравнению с 
донорской группой из предыдущих исследований лабора-
тории (50,7 и 28,3% соответственно) [11]. Известно, что экс-
прессия CD11b на эффекторных лимфоцитах (NK-клетках и 
CD8+CD28-CD11b+) свидетельствует о высокой цитолити-
ческой активности [13]. Это наблюдение позволяет предпо-
ложить положительную роль повышения экспрессии этого 
маркера у больных РМЖ.

Также в ПК выявлено повышение экспрессии молеку-
лы CD25 (27,8%) и количества CD4+ клеток, несущих этот 
рецептор (18%), по сравнению с донорами (14,5 и 9,2% со-
ответственно) [11]. Высокая экспрессия CD25 на активиро-
ванных циркулирующих иммунных клетках и Tregs являет-
ся фактором, который уже используется в иммунотерапии 
с применением интелейкина-2 для лечения опухолей и 
 аутоиммунных заболеваний [14]. Так как в настоящем иссле-
довании количество Treg сопоставимо с показателями у здо-
ровых лиц, можно утверждать, что повышение количества 
CD4+CD25+ субпопуляции свидетельствует об активацион-
ном процессе на системном уровне иммунитета.

При сравнении субпопуляционного баланса лимфоци-
тов ПК и ЛИО выявлено, что в ткани преобладают Т-клет-
ки (92,7%), увеличение доли которых происходит за счет 
уменьшения содержания NK- и B-лимфоцитов (2,9 и 2,25%). 
Иммунорегуляторный индекс в опухоли составляет 1,1 vs 
1,4 в ПК, так как популяции CD3+CD4+ и CD3+CD8+ пред-
ставлены в ЛИО практически в равных долях (48,4 и 42,6%); 
см. табл. 1. Данная закономерность ранее продемонстриро-
вана нами и у больных с другими нозологическими форма-
ми онкологических заболеваний [15].

Отмечено, что в структуре ЛИО повышено содержание 
субпопуляций, обладающих иммуносупрессорной актив-
ностью, на что указывает снижение количества CD11b+, 
CD25+ и перфоринпозитивных клеток, повышенная экс-
прессия Lag-3 и PD-1 (см. табл. 2). Установленный нами факт 
соответствует мировым данным [16].

Количество активированных CD8+ лимфоцитов 
(CD8+CD11b+CD28-) в опухолевой ткани существенно ниже, 
чем в ПК (13,8 и 58,4% соответственно). В то же время 30,2% 
CD8+ ЛИО имеют фенотип CD8+CD11b-CD28-, т.е. в струк-
туре CD8+ лимфоцитов преобладают клетки с регуляторной 
активностью [17]. Представленные данные позволяют сде-
лать вывод о подавлении противоопухолевого иммунного 
ответа на локальном уровне за счет повышения количества 
супрессорных популяций и активации их функций. При 
этом содержание активационного рецептора GITR в тка-
ни выше, чем в ПК, что отмечается и зарубежными автора-

ми [18]. В мировой литературе такое наблюдение объясняют 
ростом содержания Treg в ЛИО, однако в текущем исследо-
вании количество Treg в опухолевой ткани по сравнению с 
ПК повышено незначительно и не имеет корреляции с GITR. 
Нами показано, что увеличение GITR в Т-клеточном звене 
иммунитета связано именно с популяцией CD4+ лимфоци-
тов (содержание CD4+GITR+ в ПК – 4,1%, в ЛИО – 9,3%), 
а не с содержанием CD8+GITR+ (в ПК – 2,6%, в ЛИО – 2,9%).

Установлено, что в ПК в группе с высоким содержанием 
PD-1 (группа 2) увеличено количество CD8+ лимфоцитов за 
счет роста количества NKT-клеток (группа 1 – 7,7%, группа 
2 – 18,3%), причем значения CD8+ и NKT-клеток выше тако-
вых у доноров.

Данная тенденция сохраняется и для ЛИО, однако раз-
личия в количестве NKT-лимфоцитов в группах с низким 
и высоким содержанием PD-1 недостоверны (см. табл. 4). 
Сниженное количество перфоринпозитивных CD16+ лим-
фоцитов в группе с высокой долей PD-1 указывает на су-
прессорную функцию NKT-лимфоцитов. 

Для ПК в группе с повышенным содержанием PD-1 харак-
терно увеличение доли Lag-3-позитивных клеток и Treg, что 
указывает на активность супрессорных механизмов. В опу-
холевой ткани повышение доли PD-1-положительных кле-
ток сопровождается увеличением количества Lag-3+ лим-
фоцитов, CD8+CD11b-CD28- Т-регуляторных клеток и 
CD8+CD11b-CD28+ наивных лимфоцитов. Взаимосвязь 
экспрессии PD-1 и Lag-3 на лимфоцитах ПК и опухолевой 
ткани, установленная в данном исследовании, отмечена и 
зарубежными авторами [19]. Существуют данные о про-
странственной кооперации данных молекул и образовании 
временного комплекса при проведении сигнала в лимфоцит. 
При этом наблюдается лишь частичная кооперация PD-1 и 
Lag-3 в комплекс, что в нашем исследовании подтверждает-
ся средней степенью корреляции этих параметров [20]. 

Для ПК в группе с высоким содержанием GITR (>7,6%) 
отмечено уменьшение доли CD3+ клеток за счет тенденции 
к увеличению количества NK-лимфоцитов. Этот процесс 
также определяется повышением содержания CD11b (груп-
па 1 – 44,1%, группа 2 – 54,2%) и перфоринсодержащих кле-
ток (группа 1 – 23,0%, группа 2 – 31,3%), что подтверждает 
активационную роль GITR в механизмах регуляции иммун-
ного ответа в ПК у онкологических больных. Анализ корре-
ляции GITR с вышеперечисленными показателями в ЛИО 
не установил зависимости от содержания данного марке-
ра, что, возможно, обусловлено повышением количества ре-
гуляторных популяций и более мощной активацией имму-
носупрессорных механизмов в микроокружении опухоли. 
Таким образом, можно предположить, что наличие и эффек-
тивность противоопухолевого иммунного ответа, индуци-
рованного активацией молекулы GITR, определяются соот-
ношением эффекторных и регуляторных субпопуляций на 
системном и локальном уровнях. 

Заключение
Проанализированы показатели системного и локального 

иммунитета 39 больных первично-операбельным РМЖ.
Анализ основных популяций лимфоцитов ПК показал, 

что у больных РМЖ повышено содержание NKT-лимфоци-
тов, увеличена доля лимфоцитов, экспрессирующих марке-
ры CD11b и CD25, по сравнению с донорской группой.

Выявлено, что в опухолевой ткани преобладают Т-клетки, 
увеличение доли которых происходит за счет уменьшенного 
содержания NK- и B-лимфоцитов. В структуре ЛИО преоб-
ладают субпопуляции с иммуносупрессорной активностью, 
на что указывают снижение содержания CD11b+, CD25+ и 
перфоринпозитивных клеток, повышенная экспрессия Lag-3 
и PD-1.

Для ПК и опухолевой ткани показана средняя степень за-
висимости экспрессии Lag-3 от содержания PD-1+ лимфоци-
тов, а также увеличение содержания иммуносупрессорных 
субпопуляций при высоких показателях PD-1. Посколь-
ку блокада молекулы Lag-3 МКА может усиливать эффект 
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Таблица 6. Сравнение субпопуляционного баланса ПК с низким (группа 1) и высоким (группа 2) содержанием GITR
Table 6. The comparison between the subpopulation balance in PB expressing low (group 1) and high (group 2) levels of GITR

Фенотип Группа 1
GITR<7,6% (n=17)

Группа 2
GITR>7,6% (n=22) p

CD3+ 74,1 (64,4; 78,9) 64,7 (59,5; 71,5) 0,0348

CD3+CD4+ 44,5 (30; 48,2) 37,3 (32,3; 40,5) 0,0559

CD8+ 38,2 (29,7; 44,8) 40,4 (32,2; 45,4) 0,4967

CD3+CD8+ 27,4 (20,6; 35,2) 29,3 (18,5; 35,8) 0,7232

CD3-CD16+CD56+ 14,0 (6,3; 23,5) 21,4 (13,3; 28,6) 0,0866

CD3+CD16+CD56+ 14,0 (7,5; 17,8) 17,0 (7,7; 23,6) 0,4789

CD3-CD19+ 7,8 (6,2; 10,5) 9,2 (7,3; 11,1) 0,5145

CD25+ 27,2 (24,8; 39,1) 28,5 (23,7; 38,9) 0,9887

CD4+CD25+ 19,2 (16,2; 24,8) 17,3 (14,7; 24) 0,3799

CD4+CD127-/lowCD25+ 9,6 (8,6; 11,9) 7,4 (6,8; 11,2) 0,3720

CD28+ 53,4 (43,7; 60) 48,6 (41,8; 56,3) 0,2341

CD8+CD28+ 11,8 (10; 19,1) 13,6 (8,8; 16,8) 0,9887

CD11b+ 44,1 (37,3; 53,4) 54,2 (49,2; 58,6) 0,0253

CD8+CD11b+ 24,3 (18,8; 31,4) 26,4 (22,84; 31,7) 0,4444

CD8+CD11b+CD28- 51,5 (43; 65,4) 60,0 (53,8; 69,5) 0,1447

CD8+CD11b+CD28+ 6,8 (4,6; 10,8) 9,2 (7,1; 10,1) 0,1369

CD8+CD11b-CD28- 6,7 (4,3; 8,9) 3,8 (2,5; 6,3) 0,0615

CD8+CD11b-CD28+ 30,6 (21,4; 40,2) 23,9 (16,8; 32,8) 0,1408

CD279+ 17,9 (15,75; 22,5) 17,1 (13; 21,85) 0,4595

CD4+CD279+ 9,3 (8,4; 11,6) 10,0 (7,65; 11,7) 0,7114

CD8+CD279+ 6,65 (6,05; 9,75) 7,0 (5,4; 10) 0,6684

Perforin+ 23,0 (16,9; 32,7) 31,3 (25,1; 40,9) 0,0474

CD8+Perf+ 14,5 (9,5; 21,6) 16,2 (12,6; 22,8) 0,3410

actCD8 41,6 (30,6; 50,5) 47,3 (34,2; 60,6) 0,4967

CD16+Perf+ 14,9 (8,2; 18,6) 15,6 (10,2; 23,9) 0,2398

actCD16 76,9 (68,2; 85,8) 82,9 (66,8; 88,5) 0,7770

Lag-3+ 0,4 (0,25; 1,05) 1,1 (0,3; 1,7) 0,4161

CD4+Lag-3+ 0,2 (0,1; 0,25) 0,6 (0,1; 1,05) 0,3239

CD8+Lag-3+ 0,2 (0,05; 0,65) 0,3 (0,1; 0,7) 0,3388

CD16+Lag-3+ 0,1 (0,05; 0,1) 0,1 (0; 0,1) 0,4945

GITR+ 5,3 (4,4; 5,8) 11,3 (9,6; 14,5) 0,0000

CD4+GITR+ 3,3 (2; 4) 6,0 (4,65; 7,45) 0,0002

CD8+GITR+ 1,4 (0,8; 2,5) 5,0 (3; 7,2) 0,0002

CD16+GITR+ 0,1 (0; 0,95) 4,3 (2,8; 5,6) 0,0139

Возраст, лет 53,0 (40; 61) 49,0 (47; 58) 0,8832

Таблица 7. Корреляция между экспрессией молекул GITR, CD3, CD11b и перфорина
Table 7. The correlation between the expression of GITR, CD3, CD11b and perforin

Маркер CD3, ПК CD11b, ПК Perforin, ПК GITR, ПК

CD3, ПК -0,5156 -0,4541 -0,4067

CD11b, ПК -0,5156 0,6189 0,3420

Perforin, ПК -0,4541 0,6189 0,2557

GITR, ПК -0,4067 0,3420 0,2557

CD3, ЛИО 0,1589 0,0919 0,1235 0,2176

CD11b, ЛИО -0,1632 0,0049 0,0442 -0,0177

Perforin, ЛИО -0,4283 -0,3000 0,0727 -0,0818

GITR, ЛИО -0,1868 0,1197 0,3655 -0,0731
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анти-PD-1-терапии онкологических больных, необходима 
оценка экспрессии и коэкспрессии этих двух маркеров.

Установлена прямая зависимость количества перфоринсо-
держащих лимфоцитов и экспрессии CD11b от содержания 
GITR в ПК, что не характерно для опухолевой ткани РМЖ. 
Высокое содержание в опухолевой ткани GITR-позитивных 
лимфоцитов, с одной стороны, и снижение доли эффекторных 
субпопуляций лимфоцитов, с другой, указывают на влияние 
микроокружения опухоли на функционирование GITR-опо-
средованной активации иммунного ответа. Для понимания 
природы такого противоречия требуется дальнейшее иссле-
дование экспрессии и функциональной активности GITR. 
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