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ВВЕДЕНИЕ

Клетки иммунной системы являются важ-
ным компонентом микроокружения опухолей. 
Они могут как стимулировать, так и подавлять 
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Опухоль-инфильтрирующие иммунные клетки, в частности, Т-лимфоциты, могут как сти-
мулировать, так и подавлять рост опухолей. Уортино-подобный вариант папиллярного рака щи-
товидной железы характеризуется аномально большим количеством иммунного инфильтрата. 
Данная работа представляет собой анализ субпопуляционного состава Т-лимфоцитов, инфиль-
трирующих этот тип опухоли.
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прогрессию опухолей в зависимости от спек-
тра вырабатываемых ими цитокинов. Поэтому 
прогностическая и диагностическая роль им-
мунного инфильтрата неопластической ткани 
определяется не только его интенсивностью, но 
и субпопуляционным составом клеток [1, 2].

Значительную часть иммуноцитов, инфиль-
трирующих строму опухолей, как правило, со-
ставляют Т-лимфоциты. Различные их субпо-
пуляции могут оказывать разнонаправленное 
действие на опухолевый рост. Так, CD8+ цито-
токсические Т-лим фо ци ты могут мигрировать 
в неопластическую ткань под воздействием хе-
мокинов и уничтожать опухолевые клетки путем 
перфорин/гран зим-зависимого контактного ци-
толиза. CD4+ Т-лимфоциты в опухолевой ткани 
могут быть представлены как Т-хелперами, так 
и регуляторными Т-клетками (Treg), характе-
ризующимися экспрессией транскрипционного 
фактора FoxP3. Как правило, CD4+ Т-лим фо-
ци ты не могут распознать опухолевые клетки 
ввиду отсутствия на последних молекул MHC 
второго класса. В то же время, некоторые опухо-
ли, например, меланома, могут экспрессировать 
MHC II конститутивно или в условиях индук-
ции IFN-γ [3]. Кроме того, CD4+ Т-хелперы мо-
гут помогать CD8+ Т-киллерам реализовывать их 
функции. Одна из субпопуляций CD4+ Т-лим-
фоцитов, фолликулярные Т-хелперы (Tfh), важна 
для соматического гипермутагенеза В-кле точ ных 
рецепторов и индукции синтеза В-лим фо ци тами 
антител против опухоль-ассоциированных анти-
генов, которые также могут принимать участие 
в противоопухолевом иммунном ответе [4].

Как правило, наличие опухоль-ин фи льтри ру-
ющих Treg оказывается прогностически небла-
гоприятным фактором, поскольку эта субпопу-
ляция иммунных клеток оказывает подавляющее 
действие на активность других клеток иммунной 
системы [5, 6]. Тreg экспрессируют на своей по-
верхности различные супрессорные молекулы –  
так называемые иммунологические контрольные 
точки, или чекпойнты (PD-1, CTLA-4, TIM-3, 
LAG-3 и др.), инактивирующие эффекторные 
Т-лим фо ци ты. Кроме того, Treg секретируют ряд 
супрессорных цитокинов [7, 8], таким образом 
подавляя активность цитотоксических Т-лим фо-
ци тов [9]. Повышенные значения соотношение 
CD8/FoxP3 Т-лимфоцитов являются прогно-
стически благоприятным фактором для боль-
шинства солидных опухолей человека [1].

Среди опухоль-инфильтрирующих Т-лим-
фо цитов можно выделить также субпопуля-

цию CD45RO+ Т-клеток памяти (как CD4+, 
так и CD8+). Многочисленные исследования 
корреляций между присутствием в опухолевой 
ткани иммунных клеток различных феноти-
пов и прогнозом для пациента (так называемый 
Immunoscore) показали, что наличие CD45RO+ 
Т-лим  фо ци тов положительно коррелирует с бла-
гоприятным прогнозом у пациентов с различны-
ми злокачественными новообразованиями [3].

Характер расположения лимфоцитов в стро-
ме опухоли может быть различным. Иммунные 
клетки могут как располагаются диффузно, так 
и образовывать третичные лимфоидные структу-
ры (ТЛС), сходные по своему строению с фолли-
кулами вторичных лимфоидных органов. В со-
ставе ТЛС можно выделить Т- и В-клеточную 
зоны [10], в которой, по аналогии с лимфоузла-
ми, проходит эффективная презентация опухо-
левых антигенов, соматический гипермутагенез, 
пролиферация и переключение изотипов анти-
тел В-клеток. На данный момент образование 
ТЛС рассматривается как один из механизмов 
иммунного надзора над опухолью [11].

Молекулы – иммунологические чекпойнты 
CTLA-4 и PD-1 являются важнейшими негатив-
ными регуляторами активации Т-лимфоцитов. 
В лимфоузлах экспрессия обоих молекул отмеча-
ется как на поверхности фолликулярных Т-хел-
пе ров, необходимых для функционирования 
герминального центра, так и на фолликулярных 
регуляторных Т-клетках [12–15]. Немногочис-
ленные работы, посвященные исследованию 
продукции CTLA-4 и PD-1 Т-клет ками ТЛС, 
указывают на существование корреляции между 
экспрессией данных молекул с развитием актив-
ного иммунного ответа [16].

Уортино-подобный папиллярный рак щито-
видной железы (ПРЩЖ) – редкий гистологи-

Рис. 1. Типичная гистологическая картина Уортино-
по доб ного варианта ПРЩЖ. Окрашивание ге ма то кси-
ли ном-эозином. Черные стрелки указывают на опухо-
левые клетки, белые – на сопутствующую иммунную 
инфильтрацию.
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ческий вариант ПРЩЖ, определяемый по на-
личию обильной лейкоцитарной инфильтрации 
стромы опухоли [17] (рис. 1). Большую часть 
лимфоцитов стромы опухоли составляют плаз-
матические клетки, однако процент Т-лим фо ци-
тов также значителен. Кроме того, внутри опу-
холевой массы и на инвазивной границе часто 
располагаются ТЛС. Таким образом, характери-
стика субпопуляций опухоль-инфильтрирующих 
Т-лимфоцитов важна для понимания противоо-
пухолевого потенциала иммунного инфильтрата 
Уортино-подобного варианта ПРЩЖ.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Пациенты
Восемь случаев Уортино-подобного варианта 

ПРЩЖ были выбраны из архива патологоана-
томического отделения МРНЦ им. А. Ф. Цыба 
(филиал ФГБУ «НМИЦ радиологии» Минздра-
ва России, г. Обнинск). Для всех случаев имел-
ся опухолевый материал в виде парафиновых 
блоков. В таблице 1 приведена клиническая ин-
формация о пациентах.

Иммуногистохимическое окрашивание 
парафиновых срезов

Окрашивание срезов ткани антителами к раз-
личным маркерам Т- и В-лимфоцитов было про-
ведено по стандартной методике с использова-
нием пероксидазной системы детекции с DAB. 
Окрашивание антителами к CD3 (Leica, клон 
LN10), CD4 (Leica, клон 4B12), CD8 (Leica, клон 
4B11), CD45RO (Leica, клон UCHL1), CTLA-4 
(Bio SB, клон BSB2884), PD-1 (Sigma Aldrich, 
клон HPA035981) и CD79α (Leica, клон 11E3) 
проводили с использованием автоматического 
иммуногистостейнера Leica BOND и фирмен-
ных реактивов Leica. Антитела против CD3, CD4, 
CD8, CD45RO и CD79α представляли собой уже 
разведенные готовые к использованию антитела, 
для антител против CTLA-4 и PD-1 использова-
ли разведение 1/50.

Получение гистологических изображений
Окрашенные гистологические срезы скани-

ровали с использованием системы Leica SCN400 
с 20-кратным увеличением для дальнейшего 
анализа.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Анализ популяционного состава опухоль-
ин фильтрирующих иммунных клеток Уортино-

подобного варианта ПРЩЖ ранее был проведен 
в нескольких работах, однако количество про-
анализированных пациентов мало. Наибольшая 
выборка (3 пациента) была представлена в ис-
следовании D’Antonio с соавторами, в котором 
иммунный инфильтрат опухолей был визуали-
зирован антителами к CD3, CD4, CD8, CD79α, 
CD21 [18]. Кроме того, иммуногистохимическое 
окрашивание иммуноцитов было осуществлено 
в четырех статьях формата «описание случая» 
(case report), а именно в работах Urano с соавто-
рами [19] (1 пациент, антитела против CD45RO, 
CD20), Vera-Sempere с соавторами [20] (1 па-
циент, антитела против CD45RO, CD20, CD3), 
Lam с соавторами [21] (1 пациент, антитела 
против CD3, CD20), Amico с соавторами [22] 
(1 пациент, антитела против CD3, CD20). Все 
вышеупомянутые работы постулируют наличие 
окрашивания на использованные ими марке-
ры лимфоцитов, однако никак его не обсужда-
ют. Кроме того, присутствие в строме опухоли 
ТЛС было упомянуто только в исследовании 
D’Antonio с соавторами, однако их структура 
также не была исследована. В то же время, ха-
рактеристика основных субпопуляций Т-лим-
фо ци тов может быть важна для понимания 
функционирования ТЛС, встречающихся вну-
три и на инвазивной границе опухолей Уор ти-
но-по доб но го строения и, по всей видимости, 

Рис. 2. Иммуногистохимическое окрашивание основ-
ных маркеров различных субпопуляций Т-лимфоци-
тов, инфильтрирующих строму опухолей Уортино-по-
доб но го строения.
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являющихся важным структурным компонен-
том противоопухолевого иммунного ответа. 
Таким образом, данная работа представляет 
собой первый опыт характеристики гистологи-
ческой картины опухолей Уор ти но-по доб но го 
строения исходя из особенностей иммунного 
инфильтрата, являющегося основным диагно-
стическим критерием при выделении данного 
гистологического варианта ПРЩЖ.

В данной работе методом иммуногистохимии 
был охарактеризован субпопуляционный со-
став опухоль-инфильтрирующих Т-лим фо ци тов 
(CD4+, CD8+, CD45RO+) для 8 проб опухолей 
Уор ти но-по доб  ного строения из коллекции 
МРНЦ им. А. Ф. Цыба, г. Обнинск, Россия. 
Кроме того, впервые была проанализирована 
экспрессия молекул иммунологических кон-
трольных точек (чекпойнтов) CTLA-4 и PD-1 на 
опу холь-ин филь три ру ю щих Т-лимфоцитах при 
Уор ти но-по доб ном варианте ПРЩЖ.

Распределение CD3+ Т-лимфоцитов по опу-
холевому очагу Уортино-подобного строения 
бимодально. Значительное количество Т-кле-
ток диффузно распределено по строме опухо-
ли (рис. 2), тогда как другая часть формирует 
Т-кле точную зону ТЛС (рис. 3).

Т-лимфоциты, инфильтрирующие строму 
опухоли, преимущественно представлены CD8+ 
цитотоксическими Т-клетками. Кроме того, 
строма опухоли достаточно интенсивно ин-
фильтрирована CD45RO+ Т-клетками и CD4+ 
Т-лим  фо цитами.

Архитектура ТЛС Уортино-подобного ПРЩЖ 
соответствует организации вторичных лимфо-
идных органов. Четко выделяются Т- (CD3+) 
и В-клеточная (CD79α+) зоны (рис. 3А и Б, соот-
ветственно). Основной субпопуляцией Т-лим-
фо ци тов являются CD4+ Т-клетки, которые, 
по-видимому, представлены преимущественно 
Т-фолликулярными хелперами и фолликуляр-
ными регуляторными Т-лимфоцитами (рис. 3В). 
Цитотоксические Т-лимфоциты и Т-клет ки па-
мяти также присутствуют на периферии ТЛС 
(рис. 3Г и Д, соответственно).

Для понимания функционирования субпопу-
ляций Т-лимфоцитов в Уортино-подобном вари-
анте ПРЩЖ нами был проведен анализ экспрес-
сии молекул – иммунологических контрольных 
точек (чекпойнтов) CTLA-4 и PD-1 (рис. 4). 
Было показано наличие специфического окра-
шивания лишь на редких единичных внутриопу-
холевых Т-лимфоцитах. Это может указывать на 
малое количество Treg в строме опухоли.

В то же время, и CTLA-4, и PD-1 интенсивно 
экспрессируются на Т-лимфоцитах ТЛС. На-
личие данных молекул на поверхности лимфо-
цитов, входящих в состав лимфоузлов и ТЛС, 
может служить параметром, характеризующим 
функциональную активность последних, по-

Рис. 3. Строение третичных лимфоидных структур 
(ТЛС) в Уортино-подобном варианте ПРЩЖ. Иммуно-
гистохимическое окрашивание на CD4, CD8, CD45RO 
и CD79α.

Рис. 4. Иммуногистохимическое окрашивание моле-
кул – иммунологических чекпойнтов CTLA-4 и PD-1, 
экспрессирующихся на поверхности Т-лимфоцитов 
в составе ТЛС.
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скольку для адекватного прохождения процес-
сов созревания В-лимфоцитов в лимфоузлах не-
обходимо наличие отрицательных регуляторов, 
коими и являются иммунологические чекпойн-
ты. Было показано, что экспрессия PD-1 в лим-
фоидной ткани имеет комплексный эффект [23]. 
С одной стороны, она ингибирует привлечение 
в фолликулы активированных Т-хелперов, в ре-
зультате чего рекрутируются Т-лимфоциты, 
имеющие высокий уровень экспрессии кости-
муляторного рецептора ICOS, необходимого 
для активации и функционирования Т-клеток. 
Кроме того, экспрессия PD-1 помогает фолли-
кулярным Т-хел пе рам концентрироваться в гер-
минальных центрах. Таким образом, экспрессия 
мо ле кул-им му нологических чекпойнтов может 
рассматриваться как один из параметров, харак-
теризующих функциональную активность ТЛС 
опухолей Уор тино-подобного строения.

В то же время, экспрессия молекул имму-
нологических контрольных точек также может 
наблюдаться на Treg, присутствующих в составе 
ТЛС. На мышиной модели рака легкого было 
показано, что данные клетки вносят вклад в по-
давление противоопухолевого иммунного от-
вета [24]. Соответственно, уровень экспрессии 
молекул иммунологических чекпойнтов на по-
верхности Т-лим фоцитов в составе ТЛС нельзя 
рассматривать исключительно как благоприят-
ный прогностический признак, поскольку не-
обходимо учитывать субпопуляционный состав 
экспрессирующих их клеток.

Уортино-подобный вариант ПРЩЖ являет-
ся уникальной опухолью по степени инфиль-
трации стромы иммунными клетками и может 

служить модельной системой для изучения 
взаимодействия опухолевых клеток и иммуни-
тета. Т-лим фоциты традиционно находятся под 
пристальным вниманием современной онко-
иммунологии, поскольку являются основны-
ми клетками, которые могут как усиливать, так 
и ингибировать рост опухоли. Представленные 
в этой работе данные по субпопуляциям опу-
холь-инфильтрирующих Т-лимфоцитов в опу-
холях щитовидной железы Уортино-подобного 
строения указывают на развитие активного им-
мунного ответа в данных структурах и требуют 
дальнейшего изучения.
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Tumor-infi ltrating immune cells, in particular T-lymphocytes, can both stimulate and inhibit the 

tumor growth. Warthin-like variant of papillary thyroid cancer is a unique tumor characterized by an 
abnormally abundant immune infi ltration. We performed the analysis of the composition of T-cell sub-
populations in the contexture of this type of cancer.
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