
Экспериментальные исследования, онкоморфология, онкоиммунология

КЛИНИЧЕСКАЯ ОНКОЛОГИЯ, № 8 (4), 2012 

1

1Национальный институт рака, Киев 
2 Национальный медицинский университет им. акад. А.А. Богомольца, Киев

ФУНКЦИОНАЛЬНАЯ АКТИВНОСТЬ 
ЛИМФОЦИТОВ ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ 
КРОВИ У ДЕТЕЙ СО ЗЛОКАЧЕСТВЕННЫМИ 
НОВООБРАЗОВАНИЯМИ МЯГКИХ ТКАНЕЙ

В связи с разработкой и внедрением в клиническую практику новых, более 
интенсивных, программ цитостатической терапии детей с солидными зло-
качественными новообразованиями важное значение приобретает оценка 
степени нарушений иммунного гомеостаза пациентов. В настоящее время 
проводится активный поиск лабораторных критериев диагностики дисфунк-
ции иммунной системы, учитывающий особенности биологии опухолевого 
роста во взаимосвязи с реакцией организма и ответом на терапию. Поэтому 
нами изучены особенности активационного фенотипа и функциональной 
активности лимфоцитов периферической крови у детей с прогностически 
неблагоприятными формами злокачественных новообразований мягких 
тканей. В результате проведенного исследования установлен ряд признаков, 
важных для диагностики иммунной дисфункции при этих заболеваниях: 
уменьшение общего количества циркулирующих лимфоцитов; увеличение 
относительного количества в периферической крови лимфоцитов, экспрес-
сирующих активационные маркеры (CD25+, HLA-DR+, CD95+); низкие пока-
затели митоген-индуцированной пролиферации лимфоцитов; повышенное 
содержание Трег в циркуляции. Данные лабораторные критерии могут быть 
рекомендованы для практического использования в мониторинге состояния 
иммунной системы детей при проведении основного лечения.

ВВЕДЕНИЕ
Детская онкология в последние деся-

тилетия достигла значительных успехов 
в лечении большинства нозологических 
форм солидных злокачественных ново-
образований: уровень выживаемости 
детей с такой патологией, как сарко-
ма Юинга, саркомы мягких тканей 
(не рабдомиосаркомы), нейробластома, 
сегодня достигает 60–75%, в то время как 
в 70-е годы ХХ ст. этот показатель не пре-
вышал 10–30% [1]. Вместе с тем сохра-
няет свою актуальность проблема пер-
вичной и вторичной (приобретенной) 
резистентности опухоли к цитостатиче-
ской терапии. Последняя формируется 
под влиянием и во время проведения 
химиотерапии за счет мутации клеток 
опухоли и селекции их клонов. При этом 
селективное преимущество относитель-
но неконтролируемой пролиферации 
получают как первично резистентные 
клетки, так и приобретшие рефрактер-
ность вследствие определенных генети-
ческих изменений, произошедших под 
влиянием цитостатиков [2]. Повышение 
эффективности лечения детей с про-
гностически неблагоприятными, в том 
числе рефрактерными, формами солид-
ных злокачественных новообразований 

связывают, прежде всего, с разработкой 
и внедрением в клиническую практику 
новых противоопухолевых препаратов 
и более интенсивных программ цитоста-
тической терапии [3–6].

В связи с этим оценка степени на-
рушений иммунного гомеостаза при-
обретает особое значение. В настоящее 
время проводится интенсивный поиск 
лабораторных критериев диагностики 
дисфункции иммунной системы, учи-
тывающий особенности биологии опухо-
левого роста во взаимосвязи с реакцией 
организма и ответом на терапию [7]. 

Целью данного исследования было 
изучение особенностей активационного 
фенотипа и функциональной актив-
ности лимфоцитов периферической 
крови (ЛПК) у детей с прогностически 
неблагоприятными формами злока-
чественных новообразований мягких 
тканей (ЗНМТ).

ОБЪЕКТ И МЕТОДЫ 
ИССЛЕДОВАНИЯ
В исследование включено 20 детей 

(в возрасте от 7 до 16 лет, средний воз-
раст — 12,5 года) с впервые установ-
ленным диагнозом ЗНМТ I–IV стадии, 
находившихся на лечении в отделении 
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детской онкологии Национального ин-
ститута рака в 2011–2012 гг. (основная 
группа, табл. 1).

Таблица 1. Распределение детей со ЗНМТ 
по нозологическим формам 

Нозологическая форма Количество 
пациентов

Саркома Юинга 3
Примитивная нейроэктодер-
мальная опухоль

3

Нейробластома 5
Синовиальная саркома 2
Фибросаркома 1
Ангиосаркома 2
Злокачественная шваннома 2
Недифференцированная злока-
чественная опухоль

2

Для сравнения иммунологических 
показателей использовали данные ла-
бораторно-иммунологического обсле-
дования 14 детей в том же возрастном 
интервале (средний возраст — 11,2 года) 
без опухолевой патологии (контроль-
ная группа), проходивших обследова-
ние в Детской клинической больнице 
№ 5 г. Киева, у которых был исключен 
острый воспалительный процесс.

Иммунологические исследования 
включали изучение активационного 
фенотипа ЛПК с использованием моно-
клональных антител к HLA-DR и CD95, 
меченных флуоресцеинизотиоцианатом 
(«Сорбент», Российская Федерация), 
CD25, меченных фикоэритрином («Becton 
Dickinson», США), и содержания есте-
ственных регуляторных Т-лимфоцитов 
(Трег, фенотип — CD4+25high) [8]. Учет 
результатов проводили на проточном 
цитофлуориметре FACScan («Becton 
Dickinson», США) с использованием про-
граммы «Cell Quest».

Пролиферативную активность лим-
фоцитов изучали в реакции бласттранс-
формации (РБТЛ) морфологическим 
методом с использованием монокло-
нальных антител к CD3 (анти-CD3, 
«Медбиоспектр», Российская Федера-
ция) в концентрации 3 мкг/мл или фи-
тогемагглютинина (ФГА, «Sigma», Гер-
мания) в концентрациях 10 и 20 мкг/мл 
(соответственно субагглютинирующая 
и агглютинирующая концентрации [9]). 
Результаты выражали процентом бласт-
трансформированных клеток (% БТ).

Статистическую обработку полу-
ченных данных проводили с использо-
ванием программ Excel (MS Office 2003, 
XP) и STATІSTІCA 6,0 (StatSoft Inc., 
США). Для определения достоверности 
различий (р) показателей в группах ис-
пользовали критерий Манна — Уитни. 
Результаты представляли в виде медианы 
и значений 10 и 90% квантилей. Различия 
оценивали как достоверные при р<0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
У детей со ЗНМТ абсолютное коли-

чество лимфоцитов в периферической 
крови снижено (1,56 (0,44; 2,45) х 109/л, 
против 2,35 (1,98; 3,17) х 109/л в кон-

трольной группе, р<0,05), а их активаци-
онный фенотип резко выражен (табл. 2).

Таблица 2. Содержание активированных ЛПК 
(%) в крови обследованных детей

Показа-
тели

Основная груп-
па

Контрольная 
группа

HLA-DR+ 20,0 (13,0; 35,0)* 14,5 (11,0; 23,0)
CD95+ 45,0 (31,0; 76,0)* 32,5 (26,0; 46,0)
CD25+ 20,5 (13,0; 35,0)* 12,5 (10,0; 17,0)
CD4+25+ 13,0 (8,0; 24,0) * 8,0 (5,0; 11,0)
Примечание: *различие при сравнении с показа-
телем у детей контрольной группы статистически 
достоверно (р<0,05).

Как видно из данных табл. 2, у детей 
со ЗНМТ регистрируют существенное 
увеличение относительного количества 
клеток, несущих как ранние (CD25), 
так и поздние (CD95, HLA-DR) мар-
керы активации. Усиление экспрессии 
CD25- и HLA-DR-антигенов на ЛПК 
детей может свидетельствовать в пользу 
реализации иммунной системой эффек-
торных функций, в частности генерации 
опухолеспецифической цитотоксично-
сти (позитивная активация) [10]. С дру-
гой стороны, увеличение в циркуляции 
количества CD95+-клеток отражает 
процесс негативной активации, при-
водящий к апоптозу лимфоцитов, что, 
по-видимому, обусловливает развитие 
лимфоцитопении у этих больных. Такие 
изменения активационного фенотипа 
ЛПК могут ассоциироваться с развитием 
онкопатологии [11]. 

Кроме того, у детей со ЗНМТ су-
щественно повышена доля активи-
рованных Т-хелперов с рецептором 
к ИЛ-2 (CD4+25+ ), хотя относительное 
количество CD4+-лимфоцитов в цирку-
ляции не отличается от такового у детей 
контрольной группы (соответственно 
39,5 (26,0; 53,0)% и 36,5 (30,0; 45,0)%, 
р>0,05). Этот факт заслуживает осо-
бого внимания, поскольку известно, 
что среди популяции CD4+25+-клеток 
присутствуют Трег, механизмы имму-
носупрессии которых направлены на по-
давление противоопухолевых иммунных 
реакций [12–14]. В связи с этим изучено 
содержание Трег в периферической кро-
ви детей (рисунок).

Как видно из данных (см. рисунок), 
у детей со ЗНМТ регистрируют высокое 
содержание Трег в циркуляции, суще-
ственно превышающее аналогичный 
показатель у детей контрольной группы 
(соответственно 3,7 (1,7; 8,4)% против 
2,1 (1,5; 3,9)%, р<0,05). Следовательно, 
на фоне приобретения лимфоцитами де-
тей со ЗНМТ активационного фенотипа 
повышается содержание в циркуляции 
клеток с супрессорными свойствами, что 
определяет необходимость лабораторной 
оценки функциональной активности 
ЛПК.

С этой целью изучено активирующее 
действие митогена (ФГА) или моно-
клональных антител к одному из ком-
понентов антиген-распознающего ком-

плекса Т-лимфоцита (СD3-ТкР) на ЛПК 
в РБТЛ in vitro (табл. 3).

Таблица 3. Пролиферативная активность 
(% БТ) ЛПК у детей основной 
и контрольной групп

Показатели Основная 
группа

Контрольная 
группа

% БТ (10 мкг/мл  
ФГА)

15,5 (1,0; 31,5)* 32,5 (10,0; 73,0)

% БТ (20 мкг/мл  
ФГА)

32,0 (7,5; 64,5)* 75,3 (58,0; 87,0)

% БТ (анти-CD3) 43,3 (15,0; 66,0) 37,0 (22,0; 68,5)
Примечание: *различие при сравнении с показа-
телем у детей контрольной группы статистически 
достоверно (р<0,05).

Из данных, представленных в табл. 3, 
следует, что пролиферативный ответ 
Т-ЛПК у детей со ЗНМТ при активации 
клеток по классическому пути, ини-
циированному через CD3-рецептор, 
не отличается от такового у детей кон-
трольной группы. В то же время их ми-
тоген-индуцированная пролиферация, 
отражающая альтернативный путь 
активации Т-лимфоцитов в ответ как 
на субагглютинирующую, так и агглю-
тинирующую дозу ФГА, существенно 
снижена по сравнению с показате-
лем у детей контрольной группы. Эти 
данные свидетельствуют о том, что 
Т-лимфоциты детей с ранними стадиями 
опухолевого процесса сохраняют способ-
ность к формированию антигенспеци-
фических иммунных реакций. Вместе 
с тем митоген (ФГА), индуцирующий 
in vitro поликлональную активацию 
Т-лимфоцитов, в условиях данной мо-
дельной системы неэффективен, что, 
вероятно, обусловлено исходно высокой 
экспрессией активационных антигенов 
на ЛПК детей, описанной выше.

Обобщая полученные данные, мож-
но заключить, что изменения в иммун-
ной системе детей с впервые установ-
ленным диагнозом ЗНМТ отражают 
процесс общего реактивного воспале-
ния, лабораторным признаком которого 
является поликлональная активация 
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Рисунок. Содержание Трег в крови 
обследованных детей 
Примечание: *различие при сравнении 
с показателем у детей контрольной группы 
статистически достоверно (р<0,05).
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лимфоцитов. В таких условиях in vivo 
для предотвращения развития гиперим-
мунных реакций, потенциально опасных 
для организма ребенка, включаются 
механизмы, направленные на подавле-
ние противоопухолевого иммунного 
ответа, опосредованные, в частности, 
Трег. Такие изменения в иммунной 
системе детей, по-видимому, носят за-
щитно-приспособительный характер 
и отражают раннюю реакцию организма 
на присутствие опухоли. 

ВЫВОДЫ
1. Анализ выявленных изменений 

параметров иммунной системы у детей 
со ЗНМТ позволяет выделить ряд при-
знаков, важных для диагностики иммун-
ной дисфункции при этих заболеваниях:

•	уменьшение общего количества цир-
кулирующих лимфоцитов;

•	увеличение относительного коли-
чества в периферической крови 
лимфоцитов, экспрессирующих 

активационные маркеры (CD25+, 
HLA-DR+, CD95+);

•	низкие показатели митоген-индуци-
рованной пролиферации лимфоцитов;

•	повышенное содержание Трег в цир-
куляции. 
2. Данные лабораторные критерии 

могут быть рекомендованы для практи-
ческого использования в мониторинге 
состояния иммунной системы детей при 
проведении основного лечения.
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Функціональна активність лімфоцитів 
периферичної крові у дітей зі злоякісними 
новоутвореннями м’яких тканин
К.С. Шуміліна1, Ф.В. Фільчаков1, С.М. Кукушкіна1, Г.Д. Льон1, 
Ю.М. Ільченко1, Г.І. Климнюк1, Е.В. Шайда1, Ю.В. Марушко2, 
Т.В. Гищак2 
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Резюме. У зв’язку з розробкою і впровадженням у клінічну 
практику нових, більш інтенсивних, програм цитостатичної тера-
пії дітей із солідними злоякісними новоутвореннями важливого 
значення набуває оцінка ступеня порушень імунного гомео стазу 
пацієнтів. Сьогодні проводиться активний пошук лабораторних 
критеріїв діагностики дисфункції імунної системи, який враховує 
особливості біології пухлинного росту у взаємозв’язку з реакцією 
організму й відповіддю на терапію. Саме тому нами досліджено 
особливості активаційного фенотипу й функціональної активності 
лімфоцитів периферичної крові у дітей із прогностично несприятли-
вими формами злоякісних новоутворень м’яких тканин. У результаті 
проведеного дослідження визначено низку ознак, важливих для 
діагностики імунної дисфункції при цих захворюваннях: зменшення 
загальної кількості циркулюючих лімфоцитів; збільшення відносної 
кількості в периферичній крові лімфоцитів, що експресують акти-
ваційні маркери (CD25+, HLA-DR+, CD95+); низькі показники мі-
тоген-індукованої проліферації лімфоцитів; підвищений вміст Трег 
у циркуляції. Дані лабораторні критерії можуть бути рекомендовані 
для практичного використання під час моніторингу стану імунної 
системи дітей при проведенні основного лікування.

Ключові слова: функціональна активність лімфоцитів, 
імунна дисфункція, злоякісні новоутворення м’яких тканин.

Functional activity of peripheral blood lymphocytes 
in children with malignant tumours of soft tissues
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Summary. In connection with development and introduction 
of new, more intensive programs of cytostatic therapy of children 
with solid malignant tumours in clinical practice assessment of degree 
of disorder of an immunological homeostasis of patients is of more 
importance. Currently laboratory criteria of diagnostics of dysfunc-
tion of the immune system considering features of biology of tumoral 
growth are searched in interrelation with reaction of organism and 
answer to therapy. Thereupon we have studied features activation 
phenotype and functional activity of peripheral blood lymphocytes 
in children with prognostic unfavorable forms of malignant tumors 
of soft tissues. As a result of the conducted research a series of fea-
tures important for diagnostics of immune dysfunction when having 
these diseases is determined: decrease of total amount of circulating 
lymphocytes; increase of degree in peripheric blood of lymphocytes, 
expressing activation markers (CD25+, HLA-DR+, CD95+); low 
indexes of mitogen-induced proliferation  of lymphocytes; increased 
number of Treg in circulation. These laboratory criteria can be rec-
ommended for practical use in monitoring of the state of immune 
system of children when carrying out of the basic treatment.

Keywords: functional activity of lymphocytes, immune dysfunc-
tion, malignant tumours of soft tissues.


