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АКТУАЛЬНОСТЬ

Достижение положительного эффекта от 
применения методов иммунотерапии рака пред-
полагает многоточечное воздействие на функ-
ционально различные механизмы иммунного 

ответа, в том числе ингибиторные механизмы, 
реализуемые через «контрольные точки» имму-
нитета (ИКТ). Если рассматривать Т-клеточное 
звено, роль маркеров ИКТ, например, PD-1 
(CD279) /PD-L1 (CD274), в определении функ-
ционального состояния Т-лим фо ци тов обу-
словлена не только уровнем их экспрессии, но 
и совокупностью других факторов, в частности: 
профилем их совместной экспрессии с други-
ми ИКТ или, наоборот, маркерами Т-кле точ-
ной активации, принадлежностью к той или 
иной субпопуляции Т-кле ток, локализацией 
Т-кле ток (первичная опухоль, лимфоузлы, пе-
риферическая кровь), стадией онкологического 
заболевания и его этиологией. В случае вирус-
ассоциированных опухолей, включая обуслов-
ленные папилломавирусной (ВПЧ) инфекцией, 
вирусная этиология может определять особен-
ности процессов иммунного ответа с участием 
ИКТ [1], при этом рак шейки матки (РШМ) яв-
ляется наименее исследованным в отношении 
ИКТ видом ВПЧ-за ви си мого рака [2].

Несмотря на то, что представленные в лите-
ратуре немногочисленные исследования ИКТ 
при РШМ охватывают в основном формы мета-
статического, резистентного, рецидивирующе-
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го рака [2, 3], большой интерес для понимания 
механизмов противоопухолевого действия ин-
гибиторов ИКТ и поиска биомаркеров –  пре-
дикторов клинического ответа представляют те 
изменения, которые сопровождают ранние эта-
пы прогрессии опухоли. 

Целью данной работы являлся сравнительный 
анализ паттерна коэкспрессии PD-1 (CD279), 
PD-L1 (CD274/B7-H1), TIM3 (CD366) и LAG3 
(CD223) в основных популяциях Т-лим фо цитов, 
выделенных из образцов опухолевой ткани и пе-
риферической крови пациенток с ранними фор-
мами ВПЧ(+) РШМ.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Образцы цервикального эпителия и пери-
ферической крови были получены в ходе опе-
рации от пациенток с диагнозом плоскоклеточ-
ный РШМ0-I стадии (n=20) и подтвержденным 
ВПЧ(+) статусом, проходивших лечение в ГБУЗ 
Республиканский онкологический диспансер.
Забор крови был также выполнен у 20 здоровых 
ВПЧ(–) женщин, не имеющих патологий шей-
ки матки (группа контроля). Анализ экспрессии 
ИКТ проводился методом проточной цитоме-
трии с использованием моноклональных анти-
тел (BioLegend, Miltenyi Biotec, Dako) и ком-
бинации флуорофоров: FITC (CD4 или CD8), 
PE-Vio770/PE-Cy7 (CD25), APC-Vio770/APC-
Cy7 (CD127), PE (PD-1), PerCP-Cy5.5 (PD-L1), 
APC (TIM3 или LAG3). Границы позитивных/
негативных популяций устанавливались с по-
мощью серии Fluorescent Minus One контро-
лей. Для иммунофенотипирования опухоль-ин-
филь три ру ю щих лимфоцитов (ОИЛ) образцы 
ткани подвергались мягкой ферментативной 
диссоциации (в присутствии 0.2% коллагеназы) 
с получением суспензии одиночных клеток. Ста-
тистическая достоверность оценивалась соглас-
но критерию Уил кок со на-Ман на-Уитни.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ. 

При анализе результатов цитометрии лим-
фоцитов периферической крови (ЛПК) и ОИЛ 
были выделены: 1) общая популяция CD4 и CD8 
Т-клеток; 2) субпопуляции CD4+CD8+CD25+ 
и CD4+CD25– Т-клеток; 3) CD4+CD8+CD25+/ high 

CD127–/low (регуляторные Т-клетки/Трег), CD4+ 

CD8+CD25–/lowCD127+ (рассматриваемые как 
конвенциональные не-Трег лимфоциты) и CD4+ 

CD25–CD127–. В пределах данных популяций 
оценивалась доля клеток, экспрессирующих 
ИКТ-мар ке ры PD-1, PD-L1, TIM3 и LAG3 (каж-

дый маркер в отдельности и совместно два или 
три маркера).

При сравнении уровня экспрессии (в % окра-
шенных клеток) PD-1 и PD-L1 в общих популя-
циях CD4 и CD8 ЛПК наиболее значимое увели-
чение в группе больных (относительно контроля) 
наблюдалось для CD8 Т-кле ток; увеличение % 
TIM3 и % LAG3 Т-кле ток выявлено как в CD4, 
так и в CD8 звене, но в случае CD8 популяции 
оно было более выраженным. Кроме того, при 
РШМ отмечалось увеличение доли циркулиру-
ющих CD4 и CD8 Т-лим фо ци тов, позитивных 
одновременно по двум и трем ИКТ. Сопостав-
ление с экспрессией CD25 выявило существен-
ное увеличение доли CD25+PDL1+ как среди 
CD4, так и CD8 ЛПК, а также доли CD25+TIM3/
LAG3+ среди CD4 Т-клеток. Более того, в попу-
ляции CD4+CD25+ Т-лим фо цитов от пациенток 
с РШМ была повышена доля клеток, ко-экс прес-
си ру ю щих 2 и 3 ИКТ (PD1+PDL1+TIM3+ и PD1+ 

PDL1+LAG3+), в то время как для CD4+CD25– 
Т-кле ток различия в экспрессии ИКТ между 
группами здоровых и больных были менее вы-
ражены или отсутствовали. Схожие наблюдения 
получены в отношении CD8+CD25+ популяции 
ЛПК, в которой наиболее заметно увеличивалась 
доля PDL1+TIM3+ и PDL1+LAG3+ клеток в груп-
пе РШМ, при отсутствии достоверных различий 
в паттерне коэкспрессии ИКТ между группами 
больных и здоровых для CD8+CD25– популяции, 
что подтверждает специфичность наблюдаемых 
изменений. В целом, различия между группами 
контроля и РШМ-па ци ен ток в уровне экспрессии 
ИКТ-мар ке ров на CD4+CD8+CD25+ Т-лим фо ци-
тах более выражены, чем в общей CD4/CD8 по-
пуляции, при этом доля CD4+CD8+CD25+ Т-кле-
ток была выше в группе больных. В совокупности 
полученные результаты позволяют предполо-
жить, что популяции CD4+CD25+ и CD8+ CD25+ 
Т-лим фо ци тов (включающие активированные 
Т-эф фек то ры и Трег), которые ко-экс прес си-
ру ют 2 или 3 ИКТ-мар ке ра, вовлечены в ран-
ние этапы прогрессии ви рус-ас со ци и ро ван но го 
РШМ. Анализ минорных популяций ЛПК CD4+ 

CD25highCD127–/low и CD8+CD25+CD127– выявил 
увеличение частоты PD1+, PD1+PDL1+ клеток 
(для CD4) и PDL1+, LAG3+ (для CD8) в группе 
РШМ.

При рассмотрении популяций CD4 и CD8 
Т-кле ток в образцах пре- и микроинвазивного 
РШМ обнаружены существенные различия меж-
ду ОИЛ и ЛПК в профиле экспрессии ИКТ. В це-
лом, для ОИЛ характерен более высокий процент 
клеток, экспрессирующих ИКТ (в особенности 
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TIM3 и PD-1); кроме того, по сравнению с ЛПК, 
большая доля CD4 и CD8 ОИЛ одновременно 
имеет два или три ИКТ-мар ке ра, что повышает 
вероятность их нахождения в состоянии иммун-
ного «истощения». С другой стороны, появление 
ИКТ на ОИЛ может быть следствием их актива-
ции и, действительно, по сравнению с ЛПК, 
подавляющая доля ОИЛ была положительной 
по CD25. Различия между ЛПК и ОИЛ были 
наиболее заметными для CD8 Т-клеток, при 
этом в большей степени экспрессия PD-1 и TIM3 
была ассоциирована с CD25+ ОИЛ. Аналогичная 
тенденция наблюдалась для CD25+/highCD127–/ low 
Т-кле ток, представленность которых в ОИЛ су-
щественно выше, по сравнению с циркуляцией, 
снаиболее выраженными различиями, выявлен-
ными для CD8+ популяции. Значительная доля 
Трег в составе РШМ-ин филь тра та были позитив-
ны по 2 или 3 ИКТ (наиболее важным данное на-
блюдение является в отношении CD8 ОИЛ, вклад 
которых в локальный иммунный ответ при про-
грессии РШМ может быть преобладающим [3]). 
В целом, результаты свидетельствуют о том, что на 
раннем этапе перехода от внутриэпителиального 
развития к инвазивному росту для РШМ харак-
терно увеличение уровня совместной экспрессии 
ИКТ на ОИЛ с одновременно высоким уровнем 

представленности клеток с Трег-фенотипом, что 
может существенно ограничивать противоопухо-
левый иммунный ответ и создавать условия для 
прогрессии местно-распространенных и мета-
стазирующих форм.

Работа выполнена при поддержке РНФ (про-
ект № 17-15-01024). Исследования проведены 
в соответствии с планом реализации Програм-
мы развития опорного университета ФГБОУ 
ВО «Петрозаводский государственный универ-
ситет» на период 2017–2021 г.
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