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Изменения субпопуляционного состава инфильтрирующих опухоль цитотоксических 
Т-лимфоцитов и экспрессии ко-ингибирующих молекул на их поверхности  
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Актуальность. Исследование субпопуляционного состава цитотоксических Т-лимфоцитов и экспрессии на их 
поверхности ко-ингибирующих белков в микроокружении опухоли необходимо для разработки новых методов 
таргетной терапии колоректального рака (КРР). Цель – изучение субпопуляционного состава цитотоксических 
Т-лимфоцитов и экспрессии на их поверхности ко-ингибирующих молекул в первичном очаге опухолевого роста 
у больных раком толстой кишки III стадии.
Методика. Методом проточной цитометрии изучено относительное содержание цитотоксических Т-лимфо-
цитов опухолевого микроокружения, субпопуляционный состав цитотоксических Т-лимфоцитов, а также экс-
прессия CD8-позитивными клетками иммунных контрольных точек (CTLA-4, PD-1, TIM-3) у 105 больных КРР III 
стадии. Контрольную группу составили 75 пациентов, которым выполнена операция на толстой кишке по поводу  
не опухолевых заболеваний.
Результаты. У больных КРР III стадии в первичном очаге опухолевого роста в 1,3 раза снижается доля наив-
ных клеток (СD3+CD8+СD45RA+CCR7+), возрастает относительное содержание цитотоксических Т-лимфоци-
тов центральной памяти (CD3+CD8+CD45RA-CCR7+) и эффекторной памяти (CD3+CD8+CD45RA-ССR7-) в 1,5 и 
1,4 раза соответственно, а также уменьшается количество терминально-дифференцированных Т-клеток 
(CD3+CD8+CD45RA+ССR7-). У пациентов с КРР на поверхности CD3+CD8+лимфоцитов в микроокружении опухоли в 
1,9 раза возрастает экспрессия CD57, в 1,9 раза – ко-ингибирующей молекулы CTLA-4 и в 2,5 раза – белка TIM-3.
Заключение. У больных КРР III стадии изменяется субпопуляционный состав инфильтрирующих опухоль цито-
токсических Т-лимфоцитов, что выражается в уменьшении доли наивных и терминально-дифференцирован-
ных Т-клеток с одновременным увеличением процентного содержания клеток центральной и эффекторной 
памяти. При КРР III стадии увеличивается экспрессия ко-ингибирующих молекул (CTLA-4 и TIM-3) на цитоток-
сических Т-лимфоцитах опухолевого микроокружения.
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Changes in the subpopulation composition of tumor-infiltrating cytotoxic Т-lymphocytes 
and the expression of co-inhibitory molecules on their surface in stage III colorectal cancer

Chita State Medical Academy, 39А Gorky St., Chita, 672000, Zabaikalsky Krai, Russian Federation

Relevance: Studying the subpopulation composition of cytotoxic T-lymphocytes and the expression of co-inhibitory pro-
teins on their surface in the tumor microenvironment is necessary for the development of new methods of targeted ther-
apy for colorectal cancer (CRC). Aim: To study the subpopulation composition of cytotoxic T-lymphocytes and the expres-
sion of co-inhibitory molecules on their surface in the primary tumor growth site in patients with stage III colon cancer.
Methods. The relative content of cytotoxic T-lymphocytes in the tumor microenvironment, the subpopulation composi-
tion of cytotoxic T-lymphocytes, as well as the expression of immune checkpoints (CTLA-4, PD-1, TIM-3) by CD8-posi-
tive cells were measured in 105 patients with stage III CRC by flow cytometry. The control group consisted of 75 patients 
who underwent colon surgery for non-neoplastic diseases.
Results. In patients with stage III CRC, the proportion of naive cells (CD3+CD8+CD45RA+CCR7+) in the primary tumor 
growth site was decreased by 23.1%; the relative content of cytotoxic T-lymphocytes of central memory (CD3+CD8+C-
D45RA-CCR7+) and effector memory (CD3+CD8+CD45RA-ССR7-) was increased by 1.5 and 1.4 times, respectively; and 
the number of terminally differentiated T-cells (CD3+CD8+CD45RA+ССR7-) was decreased. In CRC patients, on the sur-
face of CD3+CD8+ lymphocytes in the tumor microenvironment, the expression of CD57 was increased by 1.9 times, the 
co-inhibitory CTLA-4 molecule by 1.9 times, and the TIM-3 protein by 2.5 times.
Conclusion. In patients with stage III CRC, the subpopulation composition of tumor-infiltrating cytotoxic T lympho-
cytes changes, which is evident as a decreased proportion of naive and terminally differentiated T cells along with an 
increase in the percentage of central and effector memory cells. In stage III CRC, the expression of co-inhibitory mole-
cules (CTLA-4 and TIM-3) on cytotoxic T lymphocytes of the tumor microenvironment increases.
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Введение

Колоректальный рак (КРР) является одной из наибо-
лее часто встречающихся форм злокачественных ново-
образований. Несмотря на достигнутые успехи в ком-
плексном лечении КРР, показатели пятилетней выжи-
ваемости сохраняются на низком уровне [1]. Наиболее 
перспективным направлением лечения данной категории 
больных является таргетная иммунотерапия, основанная 

на применении ингибиторов иммунных контрольных то-
чек (ИКТ). Последние представляют собой ко-ингибиру-
ющие молекулы, которые в физиологических условиях 
являются отрицательными регуляторами иммунной си-
стемы, не позволяющими развиваться аутоиммунным за-
болеваниям [2]. Основными ИКТ являются: CTLA-4, PD-1 
и TIM-3. Злокачественные клетки способны использовать 
ИКТ с целью «ускользания от иммунного ответа». Ранее 
нами было установлено, что в опухолевой ткани и крови 
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увеличивается концентрация растворимой формы ингиби-
рующих молекул (LAG-3, TIM-3, CTLA-4), а также их ли-
гандов, что свидетельствует об участии последних в пато-
генезе КРР [3, 4]. Данные исследования требуют дальней-
шего продолжения в плане изучения экспрессии ИКТ на 
иммунных клетках. В настоящее время недостаточно из-
учена экспрессия ко-ингибирующих белков на поверхно-
сти цитотоксических Т-лимфоцитов опухолевого микро-
окружения при КРР. Эти исследования необходимы для 
понимания патогенеза рака толстой кишки, механизмов 
развития опухолевой иммуносупрессии при КРР, а так-
же для определения стратегии таргетной иммунотерапии.

Наиболее перспективной мишенью для иммунотера-
пии являются цитотоксические Т-лимфоциты, которые 
играют ведущую роль в механизмах онкорезистентности. 
Современные стратегии иммунотерапии рака направле-
ны на повышение функциональной активности данных 
клеток и усиление адаптивного иммунного ответа на он-
коантигены [5]. В настоящее время недостаточно изуче-
ны вопросы антигензависимой дифференцировки данных 
клеток при КРР. Цитотоксические Т-лимфоциты представ-
ляют собой гетерогенную популяцию, включающую наив-
ные клетки, лимфоциты центральной и эффекторной па-
мяти, терминально-дифференцированные CD45RA-пози-
тивные Т-клетки (TEMRA). В процессе антигензависимой 
дифференцировки при злокачественных новообразовани-
ях в крови увеличивается количество эффекторных клеток 
и клеток памяти [6]. Между тем, данных по субпопуляци-
онному составу инфильтрирующих опухоль цитотокси-
ческих Т-лимфоцитов недостаточно. Генерация, диффе-
ренцировка и поддержание инфильтрирующих опухоль 
Т-клеток памяти в функционально оптимальном состо-
янии имеет решающее значение в формировании проти-
воопухолевого иммунитета. Данные исследования необ-
ходимы для понимания механизмов развития опухолевой 
иммуносупрессии при КРР.

Цель работы – изучение субпопуляционного состава 
цитотоксических Т-лимфоцитов и экспрессии на их по-
верхности ко-ингибирующих молекул в первичном оча-
ге опухолевого роста у больных раком толстой кишки III 
стадии.

Методика

Под нашим наблюдением находилось 105 больных 
КРР III стадии, из них у 93 (88,6%) был рак ободочной 
кишки, у 12 (11,4%) – прямой кишки. Во всех случаях 
опухоль была представлена аденокарциномой. Критерии 
включения: диагностированный и морфологически ве-
рифицированный колоректальный рак, первичный ста-
тус заболевания. Критерии исключения: больные, полу-
чавшие химио- или лучевую терапию; аутоиммунные, ин-

фекционные заболевания; хронические воспалительные 
заболевания толстой кишки. Возраст пациентов основной 
группы составил 64,0 [56,0; 69,5] лет. В основной груп-
пе было 66 (62,9%) женщин и 39 (37,1%) мужчин. Кон-
трольную группу составили 75 больных, которым выпол-
нена операция на толстой кишке по поводу неопухолевых 
заболеваний. Возраст обследуемых контрольной груп-
пы составил 62,0 [50,0; 68,0] лет. В контрольной группе 
было 47 (62,7%) женщин и 28 (37,3%) мужчин. Основ-
ная и контрольная группа больных сопоставима по полу 
(χ²=0,001, p=0,979) и возрасту (U=3448,0, p=0,155).

Фрагменты опухолевой ткани, полученной во время 
оперативного вмешательства, гомогенизировали с приме-
нением реагентов TumorDissociationKit на гомогенизато-
ре GentleMACS Dissociator (Германия). Для получения 
суспензии клеток применяли капроновый фильтр 70 мкм 
(Miltenyi BiotecGmbH, Германия). Все исследования про-
водили в течение 6 часов после забора материала.

Исследование субпопуляций цитотоксических 
T-лимфоцитов осуществляли методом проточной цитомет-
рии. Для этого использовали антитела против CD45 (клон 
J33); CD3 (клон UCHT1); CD8 (клон RPA-T8); CD45RA 
(клон 2H4LDH11LDB9) и CCR7 (клон G043H7). Распре-
деление антител по каналам флуоресценции проводи-
ли в соответствии с принципами формирования панелей 
для многоцветных цитофлуориметрических исследований 
[7]. Протоколы окрашивания выполняли в соответствии 
с рекомендациями производителя. Суспензию выделен-
ных клеток в объеме 100 мкл окрашивали вышеуказан-
ными антителами при комнатной температуре в тече-
ние 15 мин в темноте. После окрашивания антителами 
эритроциты лизировали, промывали дважды стерильным 
PBS с использованием реактивов Beckman Coulter, США. 
Далее все образцы подвергли анализу на проточном ци-
тометре CytoFLEX LX (Beckman Coulter, США). Из каж-
дого образца собирали не менее 50000 клеток CD3+ для 
оценки иммунных клеток. Обработку данных выполняли 
при помощи программ CytExpert software v.2.0 и Kaluza™ 
v.2.1.1 (США).

Определяли количество инфильтрирующих опухоль 
цитотоксических Т-лимфоцитов, экспрессирующих белки: 
CTLA-4 (CD152), PD-1 (CD279), Tim-3 (CD366) и CD57 
методом проточной цитометрии. Для этого применяли 
моноклональные антитела против: CD152 (клон BNI3), 
CD279 (клон EH12.2H7), CD366 (клон A18087E) и CD57 
(клон NC1).

Полученные данные представляли в виде медианы, 
первого и третьего квартилей. Попарное сравнение пока-
зателей основной и контрольной групп проводили с по-
мощью критерия Манна-Уитни, поскольку в исследуемых 
группах наблюдалось распределение признаков отлич-
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ное от нормального [8]. Статистическую обработку про-
водили с использованием программ IBM SPSS Statistics 
Version 25.0 (США).

Результаты

Нами установлено, что у больных КРР III стадии 
в 1,2 раза увеличивается относительное содержание об-
щей популяции лимфоцитов в первичном очаге опухо-
левого роста (26,9 [21,7; 32,6] % – в группе контроля и  
32,4 [22,1; 42,9] % – у пациентов с КРР, p=0,005). У боль-
ных КРР III стадии не изменяется относительное со-
держание инфильтрирующих опухоль цитотоксических 
Т-лимфоцитов (CD3+CD8+) по сравнению с группой кон-
троля (табл. 1). Между тем, в опухолевом микроокруже-
нии происходят структурные изменения субпопуляцион-
ного состава данных иммунных клеток в зависимости 
от степени дифференцировки. Так, в 1,3 раза уменьша-
ется количество наивных CD8+ лимфоцитов по отноше-
нию к группе контроля, относительное содержание кле-
ток центральной памяти (CD3+CD8+CD45RA-CCR7+) уве-
личивается в 1,5 раза, цитотоксических Т-лимфоцитов 
эффекторной памяти – в 1,4 раза. Одновременно с этим, 
в первичном очаге опухолевого роста при раке толстой 
кишки III стадии в 1,3 раза снижается относительное ко-
личество терминально-дифференцированных Т-клеток 
(CD8+TEMRA) (CD3+CD8+CD45RA+ССR7-) (табл. 1). 
У больных КРР III стадии в первичном очаге опухоле-
вого роста в 1,9 раза увеличивается относительное со-
держание CD8-позитивных клеток, экспрессирующих на 
своей поверхности CD57.

Установлено, что у больных КРР III стадии среди 
изученных иммунных контрольных точек, наибольший 
вклад в формирование опухолевой иммуносупрессии на 
уровне функционирования цитотоксических Т-лимфо-
цитов вносит цитотоксический Т-лимфоцитарно-ассоци-
ированный белок (CTLA-4) (табл. 2). Так, у больных ра-
ком толстой кишки в очаге первичного опухолевого ро-
ста в 1,9 раза увеличивается относительное содержание 
CD8-позитивных Т-лимфоцитов, экспрессирующих на 
своей поверхности CTLA-4. Одновременно с этим, в 2,5 
раза увеличивалась экспрессия ко-ингибирующей моле-
кулы TIM-3 на цитотоксических Т-лимфоцитах в опухо-
левой ткани. Статистически значимых различий уровня 
экспрессии иммунной контрольной точки PD-1 цитоток-
сическими Т-лимфоцитами в первичном очаге опухоле-
вого роста у пациентов с КРР III стадии и контрольной 
группе не обнаружено (табл. 2).

Обсуждение

Наши исследования показали, что у больных КРР III 
стадии в первичном очаге опухолевого роста не изменя-
ется относительное содержание цитотоксических Т-лим-
фоцитов по сравнению с группой контроля. При изучении 
субпопуляций цитотоксических Т-лимфоцитов в опухо-
левом микроокружении установлено, что при КРР про-
исходит уменьшение доли наивных клеток. Последние 
представляют собой популяцию клеток, не прошедших 
этап антиген-зависимой дифференцировки. Особенностью 
наивных Т-лимфоцитов является экспрессия на своей по-
верхности CD45RA, CD62L и CD197 (или CCR7), способ-

Таблица 1/Table 1
Цитотоксические Т-лимфоциты в первичном очаге опухолевого роста у больных колоректальным раком, Me [Q1; Q3]

Cytotoxic T-lymphocytes in the primary tumor growth site in patients with colorectal cancer, Me [Q1; Q3]

Субпопуляции
цитотоксических Т-лимфоцитов

Subpopulations of cytotoxic T-lymphocytes, %

Группа контроля 
Control group,

n=75

Колоректальный рак
Colorectal cancer,  

n=105

Тестовая статистика 
Test statistics

U Манна–Уитни /
U Mann–Whitney

Значение p /
p-value

Цитотоксические Т-лимфоциты (CD3+CD8+) 
Cytotoxic T-lymphocytes (CD3+CD8+) 28,3 [14,5; 39,8] 27,5 [18,7; 39,0] 3775,5 0,638

CD8+Naïve (СD3+CD8+СD45RA+CCR7+) 6,1 [3,2; 7,7] 4,7 [3,1; 6,6] 3202,0 0,033

CD8+CM (CD3+CD8+CD45RA-CCR7+) 5,5 [2,6; 8,2] 8,4 [4,8; 13,8 ] 2352,0 <0,001

CD8+EM (CD3+CD8+CD45RA-ССR7-) 26,7 [16,1; 37,1] 36,6 [19,6; 46,7] 2817,5 0,001

CD8+TEMRA (CD3+CD8+CD45RA+ССR7-) 64,4 [46,0; 76,3] 49,5 [40,3; 63,4] 2565,0 <0,001

CD8+CD57+ 25,3 [18,0; 42,1] 48,2 [33,6; 59,1] 1587,5 <0,001

Примечание. Naive – наивные Т-клетки, СМ – Т-клетки центральной памяти, ЕМ – Т-клетки эффекторной памяти, TEMRA – терминально-диф-
ференцированные Т-клетки, U – критерий Манна–Уитни, p–уровень значимости различий показателей больных КРР и контрольной группы.
Note. Naive – naive T-cells, CM – central memory T-cells, EM – effector memory T-cells, TEMRA – terminally differentiated T-cells, U – Mann–Whitney 
test, p – significance level of differences in parameters of CRC patients and the control group.
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ствующих миграции этих клеток в лимфатические узлы. 
На поверхности наивных клеток зарегистрирована высо-
кая экспрессия ко-стимулирующих белков, в частности 
CD28 [9]. Данный тип клеток синтезирует интерлейкин-2.

Одновременно с уменьшением количества наивных 
клеток нами зарегистрировано увеличение относительно-
го содержания цитотоксических Т-лимфоцитов централь-
ной и эффекторной памяти. Следует отметить, что по ме-
ре дифференцировки CD8-позитивные клетки изменяют 
не только фенотип, но и свои функциональные характери-
стики [10]. Т-клетки центральной памяти (СМ) экспрес-
сируют CD45R0, CD62L, CD27, CD28. Данные клетки 
прошли антигензависимую дифференцировку, и они об-
ладают способностью длительно циркулировать в орга-
низме [6].

Т-клетки эффекторной памяти (ЕМ) имеют фенотип 
CD45RA-CD45R0+CD62L-CCR7-. По сравнению с клетками 
СМ, данный тип лимфоцитов секретирует ряд цитокинов, 
определяющих онкорезистентность и противоопухолевый 
иммунитет (IFNγ и IL-4). Важнейшим отличием клеток эф-
фекторной памяти является высокий уровень экспрессии 
адгезионных молекул, а также рецепторов для провоспа-
лительных хемокинов, способствующих миграции данных 
клеток в первичный очаг опухолевого роста [11]. Терми-
нально-дифференцированные CD45RA-позитивные Т-клет-
ки (TEMRA) (CD45RA+CD45R0–CD62L–CCR7–) являют-
ся финальной стадией созревания Т-лимфоцитов. Они об-
ладают низкой пролиферативной активностью, но в то же 
время обладают повышенной способностью к синтезу ря-
да эффекторных молекул, определяющих силу противоо-
пухолевого иммунного ответа [6].

Более того, результаты наших исследований показа-
ли, что в очаге злокачественного роста при КРР умень-
шается количество терминально-дифференцированных 
Т-клеток (CD3+CD8+CD45RA+ССR7-). Этот феномен, ве-

роятно, связан с истощением и апоптозом данного типа 
клеток в очаге опухолевого роста.

До настоящего времени недостаточно изучены цито-
токсические Т-лимфоциты опухолевого микроокружения, 
экспрессирующие CD57. Нами получены интересные дан-
ные, свидетельствующие о повышении экспрессии СD57 
на CD8-позитивных клетках. Роль CD8+CD57+ лимфо-
цитов в патогенезе КРР требует дальнейшего изучения. 
Между тем, уже в настоящее время известно, что Т-клет-
ки CD57 + PD-1 – CD8+ секретируют перфорин и гранзи-
мы, являющиеся ключевым фактором киллинга злокаче-
ственных клеток [12].

Проведенные исследования показали, что у больных 
КРР III стадии в 1,9 раза увеличивается экспрессия ко-ин-
гибирующего белка CTLA-4 на инфильтрирующих опу-
холь цитотоксических Т-лимфоцитах. Цитотоксический 
Т-лимфоцитарный антиген 4 (CTLA-4, CD152) является 
ко-ингибирующим белком, инициация экспрессии кото-
рого происходит после активации Т-лимфоцитов. К мо-
лекуле CTLA-4 существует 2 лиганда: B7-1 (CD80) и B7-2  
(CD86), которые находятся на поверхности антигенпре-
зентирующих клеток [13]. Основная функция данного 
белка заключается в подавлении пролиферации Т-лимфо-
цитов, которая происходит после взаимодействия CD80 
или CD86 с CTLA-4. Полученные данные свидетельству-
ют о том, что ко-ингибирующая молекула CTLA-4 вно-
сит вклад в формирование опухолевой иммуносупрес-
сии у больных КРР на уровне функционирования CD8-
позитивных лимфоцитов.

Нами установлено, что на инфильтрирующих опухоль 
цитотоксических Т-лимфоцитах у больных КРР III ста-
дии в 2,5 раза возрастает экспрессия мембранного белка 
TIM-3 (T-cell immunoglobulin and mucin domain-3). Дан-
ная ко-ингибирующая молекула также экспрессируется 
на различных иммунных клетках: регуляторных Т-клет-

Таблица 2/Table 2
Экспрессия иммунных контрольных точек цитотоксическими Т-лимфоцитами в первичном очаге опухолевого роста у больных 
колоректальным раком, Me [Q1; Q3]

Expression of immune checkpoints by cytotoxic T-lymphocytes in the primary tumor growth site in patients with colorectal cancer,  
Me [Q1; Q3]

Субпопуляции цитотоксических Т-лимфоцитов
Subpopulations of cytotoxic T-lymphocytes,  

%

Группа контроля
Control group,  

n=75

Колоректальный рак
Colorectal cancer,  

n=105

Тестовая статистика / Test statistics

U Манна–Уитни 
U Mann–Whitney

Значение p 
p-value

CD8+ CTLA-4+ 8,6 [3,9; 13,3] 16,3 [13,1; 24,1] 1211,5 <0,001

CD8+PD-1+ 32,5 [17,2; 43,4] 29,0 [16,5; 39,9] 3673,0 0,443

CD8+ TIM-3+ 2,8 [1,0; 4,3] 7,1 [3,7; 10,1] 1316,0 <0,001

Примечание. U – критерий Манна-Уитни, p – уровень значимости различий показателей больных КРР и контрольной группы.
Note. U – Mann–Whitney test, p – significance level of differences in parameters of CRC patients and the control group.
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ках, естественных киллерах, дендритных клетках [14]. 
Лиганд молекулы TIM-3 – Galectin-9 экспрессируется на 
злокачественных клетках. Механизм, посредством кото-
рого TIM-3 способствует дисфункции CD8-позитивных 
клеток, до конца не известен. Полученные нами данные 
свидетельствуют о том, что точкой приложения молеку-
лы TIM-3 в опухолевом микроокружении больных раком 
толстой кишки являются цитотоксические Т-лимфоциты.

Нами не установлено статистически значимых разли-
чий уровня экспрессии молекулы PD-1 цитотоксически-
ми Т-лимфоцитами у данной категории пациентов. Таким 
образом, наибольший вклад в формирование опухолевой 
иммуносупрессии у больных КРР III стадии на уровне 
функционирования инфильтрирующих опухоль Т-лим-
фоцитов вносят ко-ингибирующие белки CTLA-4 и TIM-
3. Полученные результаты имеют важное практическое 
значение, с одной стороны, для понимания механизмов 
развития опухолевой иммуносупрессии, с другой сторо-
ны – для определения стратегии таргетной иммунотерапии 
больных с КРР, основанной на использовании монокло-
нальных антител к указанным ко-ингибирующим белкам.

Выводы

В первичном очаге опухолевого роста при КРР III 
стадии изменяется субпопуляционный состав цитоток-
сических Т-лимфоцитов, что выражается в уменьшении 
доли наивных клеток и терминально-дифференцирован-
ных Т-клеток с одновременным увеличением процентного 
содержания клеток центральной и эффекторной памяти. 
У больных с КРР увеличивается относительное содержа-
ние в опухолевой ткани цитотоксических Т-лимфоцитов, 
экспрессирующих CD57.

У больных КРР III стадии увеличивается экспрессия 
ко-ингибирующих молекул (CTLA-4 и TIM-3) на цитоток-
сических Т-лимфоцитах опухолевого микроокружения.
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