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Введение. CD4+ Т-лимфоциты играют ключевую роль 
в регуляции иммунитета и важны для противоопухолевой 
защиты. Они представляют собой гетерогенную популя-
цию, что требует избирательного анализа отдельных групп. 

Цель. Изучение дифференцировки и субпопуляционно-
го состава CD4+ Т-лимфоцитов периферической крови у 
больных неоперабельной меланомой кожи по сравнению 
со здоровым контролем.

Материалы и методы. В исследование включено 
37  больных с диссеминированной или местнораспростра-
ненной нерезектабельной формой меланомы кожи. В груп-
пу сравнения вошли здоровые доноры, соответствующие по 
возрастному и половому составу. С использованием много-
цветной проточной цитометрии в периферической крови 
выявляли субпопуляции CD3+CD4+ лимфоцитов (Th): Th1, 
Th2, Th17, Tfh, а также клетки центральной (Th СМ) и пе-
риферической памяти (Th ЕМ). В рамках общего пула EM- и 
CM-клеток проводили детальный анализ отдельных субпо-
пуляций Th17- («классических» Th17, Th17.1, DN  Th17 и 
DP  Th17) и Tfh-клеток (Tfh1, Tfh2, Tfh17 и DP  Tfh). 

Результаты. При отсутствии количественных измене-
ний в общем пуле CD4+ T-лимфоцитов крови у больных 
меланомой кожи выявлен дисбаланс отдельных субпопуля-
ций, таких как Th1/Th2 среди CD4+ T-лимфоцитов, а также 
среди Th  EM и Th  CM. Кроме того, было повышено со-
держание клеток памяти Th  CM и Th  EM. Также выявле-
ны сдвиги в балансе отдельных субпопуляций Th17  EM 
и Tfh  EM. С тяжестью заболевания коррелировали такие 
показатели, как увеличение содержания Th17 и снижение 
Tfh  CM-лимфоцитов, изменение соотношения субпопуля-
ций клеток памяти (Th  наивных и Th  EM) и субпопуля-
ций Th17  CM («классических» Th17 и Th17.1). В целом 
это указывает на наличие в организме больных активного 
иммунного ответа, как клеточного (изменения Th1, Th2 и 
Th17), так и гуморального (сдвиги в содержании Tfh). 

Introduction. CD4+ T lymphocytes play a key role in 
immune regulation and are crucial for antitumor defense. They 
constitute a heterogeneous population that necessitates selec-
tive analysis of individual subsets.

Aim. To study the maturation and subset composition of 
peripheral blood CD4+ T lymphocytes in patients with inoper-
able cutaneous melanoma compared to healthy controls.

Materials and Methods. The study included 37 patients 
with disseminated or locally advanced unresectable cutaneous 
melanoma. Age- and sex-matched healthy donors were enrolled 
as controls. Multicolor flow cytometry was performed on pe-
ripheral blood samples to identify CD3+CD4+ lymphocyte 
subsets (Th): Th1, Th2, Th17, Tfh, as well as central memory 
(Th CM) and effector memory (Th EM) cells. Within the total 
EM and CM cell populations, we conducted detailed analysis 
of specific Th17 subsets (“classical” Th17, Th17.1, DN Th17 
and DP Th17) and Tfh cell populations (Tfh1, Tfh2, Tfh17 
and DP Tfh).

Results. While no quantitative changes were observed in the 
total pool of peripheral blood CD4+ T lymphocytes in cutane-
ous melanoma patients, we identified significant imbalances in 
specific subsets, including Th1/Th2 ratios among total CD4+ T 
lymphocytes, as well as within Th EM and Th CM populations. 
Furthermore, increased frequencies of memory Th CM and Th 
EM cells were detected. Shifts in the balance of individual Th17 
EM and Tfh EM subsets were also observed. Disease severity cor-
related with several immunological parameters: elevated Th17 cell 
counts, decreased Tfh CM lymphocytes, altered ratios between 
memory cell subpopulations (naive Th and Th EM), and changes 
in Th17 CM subsets (“classical” Th17 and Th17.1). Collectively, 
these findings demonstrate an active immune response in mela-
noma patients involving both cellular immunity (Th1, Th2 and 
Th17 alterations) and humoral immunity (Tfh subset variations).



800 ВОПРОСЫ ОНКОЛОГИИ. 2025;71(4)

DOI 10.37469/0507-3758-2025-71-4-OF-2436

Выводы. Изучение отдельных субпопуляций CD4+ 
T-лимфоцитов периферической крови у больных мелано-
мой более информативно, чем суммарная оценка большой 
гетерогенной группы клеток. Некоторые из выявленных 
показателей могут быть в дальнейшем использованы для 
оценки прогноза или эффективности проводимой терапии. 

Ключевые слова: меланома кожи; дифференциров-
ка Т-хелперов; Т-хелперы 17; Т-хелперы фолликулярные; 
клетки памяти; проточная цитометрия
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Conclusion. Analysis of individual CD4+  T  lymphocyte 
subsets in peripheral blood from cutaneous melanoma patients 
provides more clinically relevant information than evaluation 
of the total heterogeneous cell population. Several of the iden-
tified parameters may serve as potential biomarkers for predict-
ing disease outcomes or monitoring therapeutic efficacy.
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Введение

На протяжении последних десятилетий забо-
леваемость меланомой в мире, и в Российской 
Федерации в частности, постоянно увеличивается 
[1–3]. Массовое внедрение эффективных методов 
иммунотерапии в лечение меланомы позволило 
значительно увеличить выживаемость больных с 
данной патологией. Более 50 % пациентов могут 
пережить десять лет даже при IV стадии заболе-
вания [4–6]. Вместе с тем существующие паттер-
ны ответа на иммунотерапию [7] требуют поиска 
эффективных биомаркеров эффективности лече-
ния, прежде всего, на основании иммунологи-
ческих параметров. Их можно разделить на две 
большие группы факторов c противоположным 
эффектом, от баланса которых зависит конечный 
результат. Это, с одной стороны, клетки-эффек-
торы, осуществляющие противоопухолевую ак-
тивность, а с другой  — различные иммуносу-
прессорные факторы, препятствующие развитию 
эффективного иммунного ответа. 

Среди защитных механизмов традиционно 
наибольшее внимание уделяется цитотоксическим 
CD8+ Т-лимфоцитам, а роль CD4+ Т-хелперов 
недооценивается. Это связано с представлением 
о том, что на большинстве опухолевых клеток 
отсутствуют MHC-II антигены, необходимые 
для распознавания опухолевых антигенов CD4+ 
Т-клетками. Однако в последнее время стало 
появляться все больше данных о важной роли 
этих клеток в противоопухолевой защите [8, 9]. 
В частности, показана возможность формиро-
вания эффективного противоопухолевого имму-
нитета с помощью их адоптивного переноса у 
больных различными видами опухолей и, в том 
числе, меланомой [10, 11]. Предполагается, что 
механизм активации может происходить за счет 
кросс-презентации опухолевых антигенов стро-
мальными клетками опухолей.

Как и другие клетки иммунной системы, 
CD4+ Т-лимфоциты играют двойственную роль 
при канцерогенезе  —  могут как способство-

вать, так и препятствовать опухолевому росту. 
Неблагоприятным вариантом является фор-
мирование иммунного ответа с образованием 
Т-регуляторных клеток (Treg), содействующих 
развитию толерантности к опухолевым антиге-
нам [12]. Позитивное влияние связано с другими 
популяциями CD4+ Т-клеток, главным образом с 
Th1 [9]. Недавно описано прямое цитотоксиче-
ское действие CD4+ Т-лимфоцитов в отношении 
опухолевых клеток через TNFα и FasL [13], а 
также разрушение опухолевых сосудов с помо-
щью TNFα и IFNγ [8].

CD4+  T-лимфоциты подразделяются на «наи-
вные» клетки (до встречи с антигеном) и клетки 
памяти различной степени созревания (после рас-
познавания антигена). Среди клеток памяти вы-
деляют две основные популяции  —  Т-хелперы 
центральной памяти (Th  CM) и Т-хелперы эф-
фекторной памяти (Th EM), обладающие разной 
способностью мигрировать в ткани. Th CM име-
ют поверхностные молекулы (CD62L и CCR7), 
позволяющие им длительно циркулировать в 
крови и направляться преимущественно во вто-
ричные лимфоидные органы, в то время как 
Th  EM способны мигрировать в очаги опухоле-
вого роста и проявлять там свои эффекторные 
свойства, необходимые для разрушения опухоли 
[14]. Поэтому ряд авторов рассматривает коли-
чественное соотношение отдельных популяций 
CD4+ Т-лимфоцитов памяти как предиктивный 
биомаркер ответа на терапию ингибиторами 
контрольных точек [15]. В наших предыду-
щих исследованиях также было показано, что 
уровень Т-клеток CM и EM в периферической 
крови может быть маркером эффективности те-
рапии и выживаемости больных неоперабельной 
или метастатической меланомой [16]. 

Однако в этих исследованиях изучали клетки 
памяти либо среди всех Т-лимфоцитов [16], либо 
среди CD4+ Т-лимфоцитов [15] и не подразделя-
ли их на отдельные субпопуляции. Между тем 
CD4+  T-лимфоциты представляют собой гетеро-
генную группу клеток, состоящую из несколь-
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ких основных популяций (Th1, Th2, Th17 и Tfh) 
с различными функциями, каждая из которых 
играет самостоятельную роль при опухолевом 
росте [9]. Поэтому детальное изучение нару-
шений дифференцировки и субпопуляционного 
состава клеток памяти при опухолевом росте 
необходимо для целенаправленной оптимизации 
их функциональной активности и формирования 
эффективного противоопухолевого иммунитета. 
Целью настоящего исследования послужило из-
учение дифференцировки и субпопуляционного 
состава CD4+ Т-лимфоцитов периферической 
крови у больных неоперабельной меланомой 
кожи по сравнению со здоровым контролем.

Материалы и методы

В исследование включено 37 пациентов с 
гистологически верифицированным диагнозом 
меланома кожи, получавших лечение в ФГБУ 
«НМИЦ онкологии им.  Н.Н.  Петрова» Минз-
драва России в 2017  г. Работа проводилась 
в рамках наблюдательного проекта REGATA 
(NCT05539677). Характеристика больных пред-
ставлена в табл. 1.

Таблица 1. Характеристика больных

Характеристика N (%)

Всего больных 37 (100  %)

Медиана возраста, лет (диапазон) 52 (18–67)
Категория Т: 
pT1a
pT2a
pT3a
pT3b
pT4b
pTis
pTX

4 (10,8  %)
11 (29,7  %)
2 (5,4  %)
6 (16,2  %)
5 (13,5  %)
4 (10,8  %)
4 (10,8  %)

Стадия
I–IIA
IIB–IIC
III
IV

22 (59,5  %)
2 (5,4  %)
6 (16,2  %)
7 (18,9  %)

Table 1. Patient’s characteristics

Characteristic​ N (%)

Total patients 37 (100  %)

Median age, years (range) 52 (18–67)

T category: 
pT1a
pT2a
pT3a
pT3b
pT4b
pTis
pTX

4 (10.8  %)
11 (29.7  %)
2 (5.4  %)
6 (16.2  %)
5 (13.5  %)
4 (10.8  %)
4 (10.8  %)

Stage: 
I–IIA
IIB–IIC
III
IV

22 (59.5  %)
2 (5.4  %)
6 (16.2  %)
7 (18.9  %)

Мутации в гене BRAF определялись только 
начиная с IIC стадии заболевания. Среди десяти 
оцененных больных мутация была выявлена у 
шести (60  %). Все пациенты получали хирур-
гическое лечение как основной метод терапии. 
Медиана длительности наблюдения составила 
95 мес. В качестве группы сравнения выступали 
условно здоровые добровольцы, соответствую-
щие группе пациентов с меланомой по возраст-
ному и половому составу.

Лабораторные исследования
С использованием многоцветной проточной 

цитометрии и флуорохром-меченных антител (все 
антитела — производства Biolegend Inc., США) в 
образцах периферической крови выявляли различ-
ные субпопуляции CD3+CD4+  лимфоцитов (Th). 
Так, для выявления четырех ключевых стадий со-
зревания Th-клеток применяли антитела против 
CD45RA (конъюгированы с FITC, клон — HI100, 
изотип — Mouse IgG2b, κ) и CD62L (конъюгиро-
ваны с РЕ, клон  —  DREG-56, изотип  —  Mouse 
IgG1, κ). Для выявления основных популяций 
«поляризованных» Th-клеток применяли анти-
тела против CXCR5 (конъюгированы c PerCP/
Cyanine5.5, клон  —  J252D4, изотип  —  Mouse 
IgG1, κ), CCR6 (конъюгированы c PE/Cyanine7, 
клон — G034E3, изотип — Mouse IgG1, κ), CXCR3 
(конъюгированы c APC, клон  —  G025H7, изо-
тип  —  Mouse IgG1, κ), а также CCR4 (конъюги-
рованы с Brilliant Violet 510™, клон  —  L291H4, 
изотип — Mouse IgG1, κ). Удаление эритроцитов 
из образцов проводили с использованием лизи-
рующего раствора VersaLyse (Beckman Coulter, 
США), к 975 мкл которого ex tempore добавляли 
25 мкл фиксирующего раствора IOTest  3 Fixative 
Solution (Beckman Coulter, США). После разруше-
ния эритроцитов образцы однократно отмывали 
избытком физиологического раствора при 330g 
в течение 7  мин, после чего надосадок удаляли, 
а клеточный осадок ресуспендировали в физио-
логическом растворе с рН  7,2–7,4, содержащем 
2  % параформальдегида (Sigma-Aldrich, США). 
Анализ образцов проводили на проточном цитоф-
луориметре Navios™ (Beckman Coulter, США), 
оснащенном тремя диодными лазерами 405, 488 
и 638  нм. В каждом образце анализировалось 
не менее 20  000  CD3+CD4+ Т-хелперов пери-
ферической крови. Алгоритмы («тактика гейти-
рования») выявления различных субпопуляций 
Th-клеток были описаны ранее [17]. Для абсо-
лютного подсчета клеток в образцах использова-
ли частицы Flow-Count Fluorospheres (Beckman 
Coulter, США). 

Статистическая обработка 
Обработку результатов проточной цитомерии 

проводили в программах Navios Software  v.1.2 
и Kaluza™  v.1.3 (Beckman Coulter, США). Ста-
тистическую обработку осуществляли при по-
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мощи программного обеспечения Statistica 
8.0 (StatSoft, США) и GraphPad Prism 4.00 for 
Windows (GraphPad Prism Software Inc., США). 
Нормальность распределения проверяли по кри-
терию согласия Пирсона хи-квадрат. Результаты 
выражали в виде % позитивных клеток от ис-
комой популяции, приводили в виде медианы и 
интерквартильного размаха (25  %; 75  %). Для 
оценки достоверности различий использовали 
непараметрический U-критерий Манна  —  Уит-
ни. Корреляционный анализ проводили с при-
менение ранговой корреляции Спирмена. 

Результаты

При анализе образцов периферической крови, 
полученной от пациентов с меланомой кожи, не 
было выявлено статистически значимых разли-
чий по сравнению с контрольной группой раз-
личий по относительному и абсолютному содер-
жанию CD3+ Т-лимфоцитов: 75,78 (72,26; 81,01) 
против 76,44  % (72,58; 80,44) при р  =  0,778 и 
1408 (956; 1932) против 1045 кл/1μL (902; 1521) 
при р  =  0,089 соответственно, как и CD3+CD4+ 
Т-хелперов: 45,31 (42,42; 53,98) против 47,81  % 
(43,27; 52,42) при р  =  0,670 и 839 кл/1μL 
(613; 1252) против 663 кл/1μL (509; 855) при 
р  =  0,062. 

На первом этапе исследования на поверх-
ности Т-хелперов периферической крови была 
проведена оценка коэкспрессии двух поверх-
ностных антигенов  —  CD45RA и CD62L, ре-
пертуар которых изменяется по мере созревания 
Th и приобретения ими эффекторных функций. 
Использование данных маркеров позволяет вы-
явить субпопуляции «наивных» Th (‘Naïve’, 
CD45RA+CD62L+), оценить уровень «зрелых» 
или «поляризованных» субпопуляций Th-клеток 
центральной и эффекторной памяти (СМ и ЕМ 
с фенотипами CD45RA–CD62L+ и CD45RA–

CD62L– соответственно), а также «терминально 
дифференцированных» CD45RA-позитивных эф-
фекторных клеток (TEMRA, CD45RA+CD62L–). 

Было показано, что в периферической крови 
больных меланомой кожи процентное содержа-
ние указанных субпопуляций Th-клеток не изме-
нялось относительно значений контроля (рис. 1). 
Вместе с тем нами было отмечено увеличение 
абсолютного содержания Th-клеток центральной 
и эффекторной памяти: 369 (277; 491) против 
281 кл/1μL (224; 365) и 182 (132; 242) против 
147 кл/1μL (96; 183) при р  =  0,021 и р  =  0,032 
соответственно. Также была выявлена обратная 
зависимость между толщиной опухоли по Брес-
лоу, выраженной в категориях pT, и уровнем 
«наивных» Th и прямая зависимость с Th эф-
фекторной памяти (r  = –0,471 при р  =  0,006 и 
r  =  0,413 при р  =  0,019 соответственно). 

На втором этапе наших исследований прове-
дена оценка особенностей экспрессии хемокино-
вых рецепторов CCR4, CCR6, CXCR3 и CXCR5 
Th-клетками пациентов с меланомой кожи. Были 
выявлены четыре основные субпопуляции «поля-
ризованных» Т-хелперов периферической крови, 
включая Th1 (фенотип CXCR5–CXCR3+CCR6–

CCR4–), Th2 (фенотип CXCR5–CXCR3–CCR6–

CCR4+), Th17 с фенотипом CXCR5–CCR6+, а 
также фолликулярные Т-хелперы (Tfh), экспрес-
сирующие на своей поверхности CXCR5. Содер-
жание Th1-клеток в рамках CD3+CD4+ лимфоци-
тов периферической крови у больных меланомой 
было понижено относительно значений контроля 
(10,75 (8,74; 13,92) против 12,79 % (11,26; 16,03) 
при р  =  0,008), тогда как уровень Th2-клеток в 
рамках общего пула CD3+CD4+ лимфоцитов при 
меланоме повышался (7,51  % (6,06; 9,65) про-
тив 5,45 (5,04; 7,19) при р = 0,006). Кроме того, 
была обнаружена корреляция между ростом от-
носительного и абсолютного содержания Th17-
клеток и увеличением толщины опухолевой 
ткани (r  =  0,570 при р  =  0,001 и r  =  0,448 при 
р  =  0,010 соответственно). 

В ходе дальнейших исследований был про-
веден анализ уровней ключевых субпопуляций 
«поляризованных» Т-хелперов в рамках клеток 
центральной памяти, отвечающих за «патрули-
рование» периферических лимфоидных органов 
и развитие повторных реакций на чужеродные 
антигены, и клеток эффекторной памяти, спо-
собных покидать кровоток и мигрировать в оча-
ги развития иммунного ответа, локализованных 
в воспаленных периферических тканях (табл. 1). 
Так, у пациентов с меланомой в рамках обще-
го пула CM Th было показано увеличение доли 
Th1-клеток на фоне снижения Th2 по сравне-
нию с контролем. Более того, нами была вы-
явлена обратная зависимость между уровнем 
Tfh-клеток и категорией рN, характеризующей 
количество пораженных опухолью лимфатиче-
ских узлов (r  =  –0,438 при р  =  0,007). Что же 
касается общего пула EM Th-клеток, было обна-
ружено снижение доли Th1-клеток у пациентов 
с меланомой.

Затем в рамках общего пула CXCR5–CCR6+ 
СМ и EM Th были выделены четыре основные 
субпопуляции Th17, которые различались как по 
паттернам экспрессии хемокиновых рецепторов 
CXCR3 и CCR4, так и по спектру выполняемых 
функций, связанных с синтезом и секрецией 
провоспалительных цитокинов [18]. На осно-
вании приведенных выше работ, в настоящее 
время при помощи методов многоцветной про-
точной цитофлуориметрии выделяют следую-
щие субпопуляции Th17-клеток периферической 
крови: «дважды негативные» CCR4–CXCR3– или 
DN  Th17-лимфоциты, «классические» Th17 
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с фенотипом CCR4+CXCR3–, «неклассические» 
CCR4–CXCR3+ или Th17.1, а также CCR4+CXCR3+ 
Th17 обозначаемые как «дважды позитивные» или 
DP  Th17. При анализе отдельных субпопуляций 
CM Th17 достоверных различий между группами 
отмечено не было, однако у пациентов с мелано-
мой на фоне увеличения количества пораженных 
лимфатических узлов снижался уровень «класси-
ческих» Th17 (r  = –0,472 при р  =  0,003) и уве-
личивалась доля Th17.1 (r = 0,343 при р = 0,038) 
клеток в циркулирующей крови. Более того, в 
рамках общей популяции Th17-клеток эффек-
торной памяти у пациентов с меланомой было 
отмечено увеличение доли «классических» Th17 
и снижение Th17.1-клеток по сравнению со зна-
чениями, полученными для контроля. 

Для анализа субпопуляционного состава 
Tfh был использован подход, основанный на 
оценке наличия или отсутствии на поверхно-
сти клетки хемокиновых рецепторов CXCR3 и 
CCR6 [19]. Благодаря этому весь компартмент 
циркулирующих Tfh человека был разделен на 
четыре отдельные популяции: CXCR3+CCR6− 
Tfh1, CXCR3−CCR6− Tfh2, CXCR3−CCR6+ Tfh17 
и CXCR3+CCR6+ DP  Tfh. Было показано, что 
у пациентов с меланомой кожи относитель-
ное содержание Tfh1-клеток снижалось отно-
сительно значений контрольной группы: 27,53 
(23,33; 32,57) против 31,63  % (27,77; 35,78) 
при р  =  0,006, тогда как уровень Tfh17 возрас-
тал (34,96 (30,33; 40,89) против 31,06  % (27,55; 
34,87) при р = 0,047, как это показано на рис. 2. 

Рис.  1. Нарушения в дифференцировке и «поляризации» Т-хелперов периферической крови при меланоме кожи. Пояснения к рисунку. 
Здесь и далее на рис.  2: черные круги  —  больные с меланомой кожи (MEL, n  =  37); белые круги  —  группа условно здоровых 
доноров (HC, n  =  35). Каждая точка на гистограммах обозначает значение, полученное для каждого обследованного пациента; 

результаты представлены в виде медианы и интерквартильного размаха (Med (Q25; Q75). Достоверность различий указана согласно 
U-критерию Манна  —  Уитни 

Fig. 1.​​ Disruptions in peripheral blood T-helper cell maturation and ‘polarization’ subsets in cutaneous melanoma. Legend (applies to fig.  1 
and 2): Black circles represent melanoma patients (MEL, n  =  37); white circles indicate healthy controls (HC, n  =  35). Individual data points 
on scatter plots correspond to values from each study participant, with horizontal bars indicating group medians and interquartile ranges (Med 

(Q25; Q75)). Statistical significance of differences was determined using the Mann-Whitney U test. Data are presented both as percentages 
(subset proportion within total T-helper population) and absolute counts (cells/μL of peripheral blood)
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Таблица 2. Субпопуляционный состав Т-хелперов центральной и эффекторной памяти при меланоме кожи
Меланома кожи (n  =  37)

Med (Q25; Q75)
Контроль (n  =  35)
Med (Q25; Q75) р

  % клеток в рамках общего пула Th центральной памяти: 
Th1 10,54 (7,99; 13,31) 13,97 (11,40; 16,25) 0,001
Th2 14,44 (13,02; 17,06) 11,52 (9,83; 15,04) 0,005
Th17 39,87 (34,49; 42,67) 34,93 (30,87; 42,04) 0,054
Tfh 18,39 (16,04; 20,05) 17,88 (15,49; 21,31) 0,770

  % клеток в рамках общего пула Th эффекторной памяти: 
Th1 18,13 (11,21; 23,16) 22,55 (17,64; 30,18) 0,008
Th2 1,49 (1,07; 3,21) 1,33 (0,84; 1,97) 0,114
Th17 54,13 (45,47; 61,37) 49,80 (39,42; 58,40) 0,164
Tfh 9,18 (6,76; 12,26) 8,29 (5,88; 13,25) 0,794

Table 2. Alterations in ‘polarized’ peripheral blood central and effector memory Th cells in cutaneous melanoma
Cutaneous melanoma (n  =  37)

Med (Q25; Q75)
Control (n  =  35)
Med (Q25; Q75) р

  % cells in the central memory Th subset
Th1 10.54 (7.99; 13.31) 13.97 (11.40; 16.25) 0.001
Th2 14.44 (13.02; 17.06) 11.52 (9.83; 15.04) 0.005
Th17 39.87 (34.49; 42.67) 34.93 (30.87; 42.04) 0.054
Tfh 18.39 (16.04; 20.05) 17.88 (15.49; 21.31) 0.770

  % cells in the effector memory Th subset
Th1 18.13 (11.21; 23.16) 22.55 (17.64; 30.18) 0.008
Th2 1.49 (1.07; 3.21) 1.33 (0.84; 1.97) 0.114
Th17 54.13 (45.47; 61.37) 49.80 (39.42; 58.40) 0.164
Tfh 9.18 (6.76; 12.26) 8.29 (5.88; 13.25) 0.794

Таблица 3. Изменения в субпопуляционном составе Th17 периферической крови пациентов 
с меланомой кожи 

Популяция
Th17 Фенотип

Меланома (n  =  37) Контроль (n  =  35)
р

Med (Q25; Q75) Med (Q25; Q75)
  % клеток в рамках общего пула Th17 центральной памяти: 

DN Th17 CCR4–CXCR3– 6,61 (4,53; 7,76) 7,74 (4,70; 9,95) 0,209
‘class’ Th17 CCR4+CXCR3– 38,82 (32,21; 46,33) 35,08 (29,90; 40,80) 0,076
Th17.1 CCR4–CXCR3+ 24,04 (20,48; 31,91) 27,96 (24,20; 34,47) 0,081
DP Th17 CCR4+CXCR3+ 27,76 (22,39; 33,18) 27,54 (24,00; 31,90) 0,872

  % клеток в рамках общего пула Th17 эффекторной памяти: 
DN Th17 CCR4–CXCR3– 3,78 (2,75; 4,90) 2,99 (1,88; 4,98) 0,171
‘class’ Th17 CCR4+CXCR3– 27,71 (21,50; 34,96) 21,45 (18,30; 30,50) 0,027
Th17.1 CCR4–CXCR3+ 43,74 (33,86; 51,98) 50,40 (43,25; 55,43) 0,036
DP Th17 CCR4+CXCR3+ 23,52 (20,26; 30,20) 24,53 (18,04; 26,93) 0,643

Table 3. Alterations in peripheral blood central and effector memory Th17 cell subsets in cutaneous 
patients

Population
Th17 Phenotype

Melanoma (n  =  37) Control (n  =  35)
р

Med (Q25; Q75) Med (Q25; Q75)
  % cells in the central memory Th subset: 

DN Th17 CCR4–CXCR3– 6.61 (4.53; 7.76) 7.74 (4.70; 9.95) 0.209
‘class’ Th17 CCR4+CXCR3– 38.82 (32.21; 46.33) 35.08 (29.90; 40.80) 0.076
Th17.1 CCR4–CXCR3+ 24.04 (20.48; 31.91) 27.96 (24.20; 34.47) 0.081
DP Th17 CCR4+CXCR3+ 27.76 (22.39; 33.18) 27.54 (24.00; 31.90) 0.872

  % cells in the effector memory Th subset: 
DN Th17 CCR4–CXCR3– 3.78 (2.75; 4.90) 2.99 (1.88; 4.98) 0.171
‘class’ Th17 CCR4+CXCR3– 27.71 (21.50; 34.96) 21.45 (18.30; 30.50) 0.027
Th17.1 CCR4–CXCR3+ 43.74 (33.86; 51.98) 50.40 (43.25; 55.43) 0.036
DP Th17 CCR4+CXCR3+ 23.52 (20.26; 30.20) 24.53 (18.04; 26.93) 0.643
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Обсуждение

Несмотря на значительные успехи, достиг-
нутые в последнее время в лечении онкологи-
ческих заболеваний, ответ на иммунотерапию 
развивается не у всех пациентов, то есть на-
блюдается первичная резистентность к лече-
нию. Даже у ответивших впоследствии мо-
жет развиться вторичная резистентность [20]. 
Это связано с тем, что иммунные механизмы 
имеют «двойственный» характер и могут при-
водить как к защитным, так и к проопухоле-
вым эффектам, способы координации которых 
еще недостаточно изучены. Для повышения 
противоопухолевой защиты организма, а так-
же эффективности иммунотерапии необходимо 
детальное изучение роли отдельных популяций 
CD4+ Th-клеток и их баланса, что позволит по-
новому подойти к оценке иммунологического 
статуса пациентов и выявить Т-клеточные био-
маркеры, отражающие соотношение различных 
субпопуляций.

В настоящей работе были изучены коли-
чественные характеристики отдельных субпо-
пуляций CD4+ Т-лимфоцитов периферической 
крови 37пациентов с первично выявленной 
диссеминированной меланомой кожи, которые 
сопоставляли с аналогичными показателями 
группы здоровых лиц. При исследовании об-
щих показателей (абсолютного и относительно-
го числа Т-лимфоцитов, а также Т-хелперов и 
цитотоксических Т-клеток) отличий у больных 
меланомой от контрольной группы не выявле-
но. Полученные результаты подтверждают из-
вестные данные о том, что такие параметры у 
больных разными видами солидных опухолей 
могут быть как сниженными, так и оставаться 

в пределах нормы [21], и создается впечатление, 
что показатели, характеризующие большие раз-
нородные группы клеток, не всегда достаточно 
информативны. Поэтому мы перешли к более 
детальному изучению отдельных субпопуляций 
Т-хелперов (CD4+  Th).

Th-клетки считаются главными регуляторами 
противоопухолевого иммунного ответа и пред-
ставляют собой крайне гетерогенную популя-
цию клеток, которые могут оказывать как стиму-
лирующие, так и иммуносупрессивные эффекты 
[9]. Чтобы определить, в какой мере различные 
субпопуляции Th-клеток отражают степень их 
вовлеченности в противоопухолевую защиту, 
мы определили содержание основных четырех 
субпопуляций Th1-, Th2-, Th17- и Tfh-клеток в 
периферической крови.

Так, Th1-лимфоциты являются одним из 
важнейших компонентов противоопухолевой за-
щиты, поскольку участвуют в активации CD8+ 
Т-клеток и кооперативном взаимодействии с 
ними, а также в поляризации М1-макрофагов 
и активации NK-клеток [9]. В то же время 
Th2-лимфоциты, напротив, способствуют по-
ляризации М2-макрофагов, поддерживающих 
опухолевый рост [9]. В нашем исследовании 
было показано, что у больных меланомой ба-
ланс субпопуляций Th1/Th2 сдвинут в сторону 
преобладания Th2-ответа, что можно рассматри-
вать как негативное явление. Кроме того, была 
выявлена корреляционная связь между ростом 
содержания Th17-лимфоцитов и увеличением 
толщины опухолевой ткани, что позволяет рас-
сматривать количество этих клеток в качестве 
одного из важных маркеров прогрессирования 
заболевания.

Считается, что Th17-лимфоциты через секре-
цию IL-17 способствуют развитию опухолевого 
неоангиогенеза и формированию стромы [9]. С 
другой стороны, известно, что Th17-клетки, в 
отличие от Th1- и Th2-лимфоцитов, обладают 
очень высокой пластичностью и могут транс-
дифференцироваться в другие популяции CD4+ 
клеток Т-хелперов, в частности в Th1-клетки 
[22]. Th17-лимфоциты могут также проявлять 
противоопухолевые эффекты через активацию 
и привлечение в опухолевый узел CD8+ лим-
фоцитов и дендритных клеток. Поскольку роль 
Тh17 достаточно противоречива, мы предпри-
няли их более детальное изучение, разбив на 
четыре группы: DN Th17, «классические» Th17, 
«неклассические» Th17.1 и DP  Th17. Одновре-
менно с этим рассматривали поляризацию Th17 
в рамках общего пула клеток памяти  —  EM и 
CM. Среди клеток эффекторной памяти EM 
наблюдалось повышение содержания Th17 
клеток, и баланс субпопуляций Th17/Th17.1 
был сдвинут в сторону Th17. А при анализе 

Рис. 2. Нарушения в субпопуляционном составе циркулирующих 
в крови пациентов с меланомой фолликулярных Т-хелперов
Fig. 2.​​ Disruptions in circulating follicular T-helper cell subset 

composition in melanoma patients
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поляризации Th17-лимфоцитов среди клеток 
центральной памяти CM отмечено снижение 
Th17-клеток и повышение доли Th17.1 лимфо-
цитов по мере увеличения числа пораженных 
лимфоузлов. К сожалению, мы не встретили в 
доступной нам литературе данных по изучению 
поляризации Th17 при меланоме кожи. Одна-
ко при исследовании аутоиммунных и инфек-
ционных заболеваний было выявлено, что две 
данные популяции значительно различаются по 
синтезу цитокинов [23, 24]. Классические Th17 
являются основными продуцентами IL-17, в то 
время как неклассические Th17.1-лимфоциты, 
имеющие сходство с Th1-клетками, синтезиру-
ют другие цитокины  —  TNF-α и IFN-γ. Сле-
довательно, классические Th17 должны играть 
главную роль в усилении опухолевого неоан-
гиогенеза, в то время как Th17.1 по своим 
функциям приближаются к Th1 и могут спо-
собствовать увеличению эффективности про-
тивоопухолевой защиты. В этом случае повы-
шение Th17 среди клеток эффекторной памяти 
EM можно трактовать как негативное явление, 
свидетельствующее об усилении образования 
клеток, участвующих в ангиогенезе и способ-
ствующих опухолевой прогрессии. В то же вре-
мя уменьшение Th17-лимфоцитов среди клеток 
центральной памяти CM по мере увеличения 
числа пораженных лимфоузлов может быть ре-
зультатом их миграции в лимфоузлы для обе-
спечения сосудистой сетью метастазирующих 
клеток.

Среди других популяций, изученных нами в 
рамках общего пула клеток памяти — EM и CM, 
следует отметить противоположные изменения 
содержания популяции Th1-лимфоцитов, сни-
женной среди EM-клеток и повышенной среди 
CM-клеток, которые «патрулируют» лимфоузлы. 
Организм отвечает на опухолевый рост увеличе-
нием числа CM Th1-клеток, но, вероятно, суще-
ствуют причины недостаточной эффективности 
иммунного ответа. Можно предположить, что 
уменьшение EM  Th1-лимфоцитов в перифери-
ческой крови является результатом их миграции 
на периферию в очаги воспаления. 

В целом полученные данные свидетельствуют 
о наличии в организме иммунного ответа, про-
текающего по Th1-типу, что также подтвержда-
ют и результаты анализа суммарного пула всех 
субпопуляций клеток памяти, указывающие на 
увеличение в крови и CD4+ Th CM, и CD4+ Th 
EM. При этом по мере прогрессирования забо-
левания (на что указывало увеличения толщины 
опухоли) снижалось количество Th «наивных» и 
увеличивалось число Th EM. 

Сходные данные (снижение CD4+ «наивных» 
и увеличение CD4+ EM в крови по сравнению 
с контрольной группой) были получены други-

ми авторами при исследовании клеток памяти у 
больных меланомой и немелкоклеточным раком 
легких [15]. При этом в ряде работ накопление 
клеток эффекторной памяти на фоне иммуноте-
рапии ассоциировалось с лучшими показателями 
выживаемости [16, 25]. Авторы рассматривают 
эти изменения как результат иммунного ответа, 
напоминающий то, что происходит у пациен-
тов с аутоиммунными заболеваниями. При этом 
также было показано, что увеличение содержа-
ния CD4+  CM в крови коррелирует с воспали-
тельным ответом в опухоли и благоприятными 
последствиями при лечении ниволумабом [15]. 
При солидных опухолях других локализаций 
также была показана ассоциативная связь между 
содержанием в периферической крови популя-
ций клеток памяти (CD4+  EM и CD4+  CM) и 
более длительной выживаемостью при проведе-
нии анти-PD-(L)1 терапии [26].

Кроме того, в настоящей работе была ис-
следована еще одна субпопуляция CD4+ 
Т-лимфоцитов — фолликулярные Tfh-клетки, ко-
торые, в основном, присутствуют в В-клеточных 
фолликулах и регулируют синтез антител 
В-лимфоцитами. В небольшом количестве они 
также находятся и в периферической крови. Их 
роль в противоопухолевом иммунитете недо-
статочно изучена и противоречива [27]. С од-
ной стороны, они могут оказывать иммуносу-
прессивное действие, а с другой  —  усиливать 
цитотоксичность CD8+ T-лимфоцитов [9]. При 
этом показано, что их присутствие в солидных 
опухолях нелимфоидного происхождения ассо-
циировано с благоприятным прогнозом, в том 
числе и у больных меланомой [28]. 

При исследовании общего пула Tfh среди 
CM было выявлено снижение их содержания 
по мере прогрессирования заболевания (увели-
чения числа пораженных лимфоузлов). Далее 
общий пул Tfh крови подразделяли на четыре 
субпопуляции: Tfh1, Tfh2, Tfh17 и DP  Tfh. Из-
вестно, что все эти клетки синтезируют IL-21, 
но различаются по синтезу других цитокинов, 
которые отвечают за разные этапы синтеза ан-
тител и переключение классов иммуноглобули-
нов [19]. Нами было показано, что у больных 
меланомой снижено содержание Tfh1 и повы-
шено относительное содержание Tfh17 по срав-
нению с контрольной группой. Сдвиг баланса 
популяций Tfh-лимфоцитов в сторону увеличе-
ния Tfh2 и Tfh17 наблюдали также при ауто-
иммунных заболеваниях, что свидетельствова-
ло о гиперпродукции антител IgG и IgA [19]. 
Сведений по изучению этих субпопуляций при 
опухолевом росте в доступной нам литературе 
не обнаружено. Предположительно также мож-
но трактовать эти данные как усиление гумо-
рального ответа.
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Заключение

CD4+ Т-лимфоциты играют ключевую роль 
в регуляции иммунитета и являются важной 
мишенью для повышения противоопухолевой 
защиты организма с помощью иммунотера-
пии. Они представляют собой гетерогенную 
популяцию, поэтому анализ общих популяций 
не в полной мере отражает происходящие в 
организме процессы и требует более избира-
тельного анализа отдельных популяций с по-
мощью проточной цитометрии. Данная работа 
продемонстрировала важную роль детализации 
иммунологических показателей. Было пока-
зано, что изучение отдельных субпопуляций 
CD4+  T-лимфоцитов периферической крови 
у больных меланомой более информативно, 
чем суммарная оценка большой гетерогенной 
группы клеток. Некоторые из выявленных по-
казателей можно предложить для дальнейшего 
изучения в качестве биомаркеров для оценки 
прогноза или эффективности проводимой тера-
пии. К таким показателям, коррелировавшим с 
тяжестью заболевания, можно отнести увели-
чение содержание Th17- и снижение Tfh CM-
лимфоцитов, изменение соотношения субпопу-
ляций клеток памяти (Th-наивных и Th  EM) и 
субпопуляций Th17  CM (Th17/Th17.1). 

На основе проведенного исследования в 
целом можно охарактеризовать процессы, про-
исходящие в организме нелеченых больных 
меланомой кожи по сравнению со здоровыми, 
как активный иммунный ответ по всем направ-
лениям: клеточный (количественные изменения 
популяций Th1, Th2 и Th17) и гуморальный 
(сдвиги в содержании Tfh). Необходимо про-
должать изучение, насколько этот ответ является 
эффективным и почему организм не справляется 
с элиминацией опухолевых клеток.
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