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Совершенствование ранней диагностики рака является важным условием успешного лечения рака и предотвращения 
развития метастатической болезни. Существенный прогресс в этом направлении следует ожидать от разработки 
новых подходов к идентификации особого состояния организма, несущего клинически не проявляющуюся 
злокачественную опухоль, и характеризующегося комплексом прямых и косвенных изменений регуляции иммунного 
гомеостаза. Взаимоотношения злокачественной опухоли и иммунной системы представляют собой сложную 
иерархическую систему, динамически развивающуюся по мере развития опухоли, которые согласно современной 
гипотезе иммуноредактирования рака разделены на три последовательных стадии: «элиминация», «равновесие» и 
«ускользание». Последняя из них характеризуется присутствием в опухолевой ткани и в периферической крови 
различных иммунорегуляторных клеток, угнетающих противоопухолевую активность NK-клеток и 
цитотоксических Т-лимфоцитов. Среди таких клеток особую важность представляют миелоидные супрессорные 
клетки (MDSC), Т-регуляторные клетки (Treg) и регуляторные NK-клетки (NKreg). Используя проточную 
цитофлуориметрию, мы показали, что у онкологических больных содержание этих клеток в периферической крови 
статистически значимо повышено, поэтому предлагаем использовать их в качестве новых биомаркеров 
онкологического процесса. Для верификации такого утверждения необходимы обширные скрининговые исследования 
данных клеточных субпопуляций периферической крови больных с различными видами онкологических заболеваний, 
находящихся на различных стадиях болезни. 
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Рак является второй причиной смертности в мире после сердечнососудистых заболеваний, а к 2030-му году, 
возможно, выйдет на первое место. Лечение рецидивирующих и метастатических опухолей практически всегда 
гораздо менее эффективно, чем воздействие на первичный очаг новообразования. Из этого становится очевидным 
важность ранней диагностики рака. Среди диагностических средств, разработанных за последние несколько 
десятилетий, опухолевые маркеры обеспечивают комбинацию высокой точности и низкой стоимости анализа, что 
делает их пригодными для диагностики, мониторинга и скрининга. Однако, несмотря на огромное количество 
исследований, проводимых в этой области, только небольшая часть маркеров (например, AFP, CEA, Cа125, PSA) 
нашла широкое применение в клинике. Для большинства опухолей пока не обнаружены специфические маркеры, 
имеющие в перспективе потенциальную диагностическую ценность. Между тем, такие маркеры могут быть 
найдены в иммунной системе, контролирующей появление и рост злокачественных опухолей, клеточные 
компоненты которой можно оценивать в периферической крови с помощью инструментальных методов, в 
частности, проточной цитофлуориметрии. Взаимоотношения злокачественной опухоли и иммунной системы 
представляют собой сложную иерархическую систему, динамически развивающуюся по мере развития опухоли. 
Интерес исследователей к этим взаимоотношениям связан, прежде всего, с перспективой возможности успешного 
влияния на противоопухолевый иммунитет как в моно-, так и в комбинированной иммунотерапии рака. Кроме того, 
можно ожидать, что изменение состояния иммунной системы в ответ на рост опухоли может представлять интерес с 
точки зрения диагностики рака, в том числе ранней. 
Согласно современной гипотезе иммуноредактирования раковой опухоли [1] развитие взаимоотношений между 
злокачественной опухолью и иммунной системой проходит через три различных фазы, которые получили названия: 
«элиминация», «равновесие» и «ускользание». Фаза элиминации представляет собой процесс реализации идеи 
иммунологического надзора (по Бернету), когда врожденная и адаптивная иммунные системы, работая совместно, 
распознают возникшую опухоль и разрушают ее без какого-либо клинического проявления. Если после этого 
сохраняются малочисленные клеточные варианты опухоли, фаза элиминации переходит в фазу равновесия, в 
которой адаптивная иммунная система предотвращает опухолевый рост, но одновременно «редактирует» опухоль, 
делая ее не иммуногенной [2]. Опухоль переходит в «дремлющее» состояние, которое может продолжаться годы и 
даже десятилетия. Во время фазы равновесия гетерогенность и генетическая нестабильность раковых клеток, 
которые пережили фазу элиминации, являются, вероятно, теми принципиальными силами, которые позволяют 
опухолевым клеткам в конечном счете противостоять иммунитету. Опухоль, на которую иммунные клетки 
длительно воздействуют, могут содержать раковые клетки, которые приобрели тысячи мутаций. Две 
взаимосвязанные причины лежат в основе этого события: потеря иммуногенности в ответ на редактирующую 
активность иммунной системы и изменение самой иммунной системы в ответ на иммуносупрессорную активность 
растущей опухоли и ее микроокружения. В фазу ускользания опухолевые клетки, которые приобрели способность 
обходить иммунное распознавание и деструкцию, начинают интенсивно делиться, формируя видимую опухоль. 
Именно иммуносупрессорный фон, формируемый помимо самой опухоли присутствием опухолеассоциированных 
фибробластов [3], супрессорных эндотелиоцитов [4], опухолеассоциированных макрофагов [5, 6], толерогенных 
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дендритных клеток [7], FoxP3+ Т-регуляторных (Treg) клеток [8, 9] и миелоидных супрессорных клеток (MDSC) [10], 
обеспечивает функциональную анергию цитолитических NK-клеток, CD8+ цитотоксических Т-лимфоцитов (CTL) и 
конверсию обычных CD4+ Т-хелперов в супрессорные Treg-клетки. В результате происходит неконтролируемый 
рост опухоли.  
Таким образом, очевидно, именно популяция супрессорных (регуляторных) клеток, циркулирующих в кровотоке, 
может оказаться диагностическим критерием перехода опухолевого процесса из фазы равновесия в фазу 
ускользания. Поиск фенотипических маркеров таких клеток с помощью метода проточной цитофлуориметрии 
проводится в нашей лаборатории на протяжении последних 10 лет. Результаты, наиболее заслуживающие 
внимания с точки зрения перспективы разработки новых методов ранней диагностики рака, представлены в 
настоящем обзоре. 
Миелоидные супрессорные клетки (Myeloid Derived Suppressor Cells, MDSC). 
Среди супрессорных клеток, участвующих в угнетении противоопухолевого иммунитета, MDSC занимают особое 
место ввиду их обязательного сопутствия развитию злокачественных опухолей, показанного как в эксперименте, 
так и в клинике. К настоящему моменту опубликовано несколько детальных обзоров, посвященных проблеме MDSC 
[10-17]. Кратко изложение современных представлений о свойствах MDSC и их роли в угнетении 
противоопухолевого иммунитета выглядит следующим образом. 
MDSC представляют собой гетерогенную популяцию гемопоэтических предшественников миеломоноцитарного 
направления (макрофагов, нейтрофилов и дендритных клеток), идентифицированную у мышей по экспрессии 
клеточных маркеров CD11b и Gr-1. В норме эти клетки в большом количестве обнаруживают в костном мозге и 
практически не определяются в периферической крови и селезенке. При моделировании опухолевого процесса у 
животных  их количество значительно возрастает в селезенке и лимфоузлах, а также в строме опухоли, что 
совпадает с угнетением противоопухолевого иммунитета (снижение противоопухолевой активности NK-клеток 
CTL). При удалении опухоли или уничтожении миелоидных клеток с помощью моноклональных антител к CD11b и 
Gr-1 иммунная система полностью восстанавливается и приобретает утраченный опухолетоксический потенциал. 
Различают две субпопуляции MDSC по наличию некоторых дополнительных маркеров и форме ядра: моноцитарную 
(M-MDSC) и гранулоцитарную (G-MDSC). 
Фенотип MDSC человека изучен пока хуже, чем у мышей. Установлено, что эти клетки у человека не несут линейных 
маркеров зрелых клеток (CD3, CD19, CD56, CD14, HLA-DR), но экспрессируют миелоидные маркеры CD31, CD33, 
CD11b, CD15 маркер гемопоэтических стволовых клеток CD34. 
Супрессорный потенциал миелоидные клетки приобретают под действием опухолевых факторов, таких как GM-CSF, 
M-CSF, IL-3, IL- -6, IL-1β и SCF. Продукция этих факторов опухолью всегда связана с плохим 
прогнозом исхода заболевания.  
Опухолеассоциированные цитокины и хемокины могут также управлять дифференциацией нейтрофилов в сторону 
MDSC и усиливать хоуминг MDSC в опухоль. MDSC экспрессируют ряд хемокиновых и цитокиновых рецепторов, 
включая CCR2, CXCR4, CXCR2, CD117 и VEGFR1. Среди них CCR2 рассматривается в качестве маркера MDSC. Показано, 
что MDSC мигрируют в опухоль в ответ на клеточное повреждение, инфекцию или провоспалительные медиаторы, 
принадлежащие к семейству S100 белков, связывающих кальций. Основное свойство MDSC, выделенных из опухолей 
животных, заключается в подавлении Т- и NK-клеточной активации. Механизм такого подавления различается в 
зависимости от субпопуляции MDSC.  
Значительная часть способности MDSC супрессировать Т-клетки связана с продукцией этими клетками 
пероксинитрита (ONOO-), который генерируется аргиназой (ARG1) и индуцибельной NO-синтазой (iNOS). В 
опосредовании супрессорной активности миелоидных клеток участвует также трансформирующий рост фактор 

CTL.  
Помимо своей способности к прямому иммуносупрессорному действию на эффекторные клетки, MDSC действуют 
как толерогенные антигенпрезентирующие клетки, индуцирующие активацию CD4+CD25+Foxp3+ Treg-клеток, 
представляющих собой другое семейство опухолеассоциированных супрессорных клеток. Опухолеассоциированные 
MDSC также ингибируют другие клетки, вовлеченные в противоопухолевый ответ, такие как дендритные клетки и 
макрофаги.  
Учитывая важность этих клеток в развитии злокачественных опухолей, мы провели исследование периферической 
крови больных раком легкого, толстого кишечника и эндометрия в сравнении со здоровыми донорами [18]. Для 
этого клеточную фракцию с плавучей плотностью 1,090 г/мл выделяли с помощью изопикнического 
центрифугирования на градиенте перкола, метили флуоресцентными моноклональными антителами и подвергали 
проточной цитофлуориметрии.  
Оказалось, что эта фракция в гранулоцитарном гейте содержала CD34+ клетки, составляющие в среднем около 18% 
от общего количества клеток, причем у онкологических больных почти все клетки этого гейта имели фенотип 
CD34+CD33+CD15+, тогда как у здоровых людей клетки с таким фенотипом отсутствовали (рис.1). Удаление CD34+ 
клеток из этой фракции с помощью иммуномагнитной сепарации приводило к потере секреции во время 
культивирования ex vivo 
Таким образом, высокогранулярные клетки с плавучей плотностью 1,090 г/мл с фенотипом MDSC 
(CD34+CD33+CD15+), обнаруженные у онкологических больных, обладали супрессорной активностью и 
отсутствовали у здоровых доноров и поэтому могут рассматриваться как потенциальные клеточные биомаркеры 
рака.  
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Рисунок 1 – Проточная цитофлуориметрия фракции 1,090 периферической крови здорового донора (А, Б, В) и 
больного раком легкого (Г, Д, Е). 

 
Т-регуляторные (Treg) клетки 
Treg-клетки составляют важное звено иммунной системы, контролирующее ответы эффекторных клеток и 
обеспечивающее толерантность к собственным антигенам [19]. 10% от всех CD4+ Т-лимфоцитов составляют Treg-
клетки, основными маркерами которых являются CD25, FoxP3, GITR, OX40 (CD134), CTLA-4 (CD152). 
Treg-клетки предотвращают возникновение аутоиммунных заболеваний, а также влияют на возникновение и 
течение онкологических заболеваний и инфекционный процесс [20]. 
Один из центральных механизмов привлечения Treg-клеток из кровяного русла в места воспаления опосредован 
взаимодействием между активной формой рецептора CD44 на клетках и его лигандом гиалуронаном (НА) на 
поверхности эндотелия [21]. Высокомолекулярный НА, основной компонент межклеточного матрикса, 
представляет собой полимер дисахарида, состоящего из N-ацетил глюкозамина и D-глюкуроновой кислоты, с 
молекулярной массой более 400 kDa. НА привлекает внимание исследователей Treg-клеток в виду его участия в 
механизме возникновения и регуляции воспаления, которое характеризуется его патологическим синтезом и 
накоплением в сайтах воспаления [22].  
Ранее было продемонстрировано, что высокомолекулярный НА приводит к увеличению экспрессии FoxP3 и 
продукции IL-10 Treg-клетками [23]. Более того, в исследованиях на мышах показано, что способность связывать НА 
дискриминировала Treg-клетки с повышенным супрессорным потенциалом [24]. Скорость синтеза и деградации НА 
намного выше при раке, чем в здоровой ткани [25, 26]. Было показано, что на поздних стадиях рака абберантный 
синтез и деградация НА трансформированными клетками в результате приводит к образованию крайне 
необычного микроокружения, характеризуемого аккумуляцией высокомолекулярного НА и избыточного 
количества его фрагментов в виде олигосахаридов, которые могут облегчать злокачественную трансформацию и 
выживание опухолевых клеток и повреждение функций иммунных клеток [27]. В ряде работ было показано, что 
опухолевая ткань при раке молочной железы содержит существенно больше НА, чем нормальная ткань или 
доброкачественная опухоль [28-31]. 
Мы решили использовать эти факты, чтобы определить различия Treg-клеток периферической крови 
онкологических больных и здоровых людей по их способности связывать высокомолекулярный гиалуронан. Для 
этого была разработана методика иммуномагнитного разделения CD4+ Т-клеток на связывающие и не 
связывающие НА с последующим цитофлуориметрическим анализом маркеров Treg-клеток.  
В результате проведенного анализа периферической крови больных раком молочной железы была обнаружена 
новая субпопуляция Treg-клеток, связывающая гиалуронан, с фенотипом CD4+CD25+CD39+, содержание которых у 
больных было в среднем выше (Р=0,04), чем у здоровых людей более, чем в 2 раза (рисунок 2) [32]. 
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Рисунок 2 - Сравнительный анализ содержания CD4+CD25+СD39+ Treg-клеток в НА+ фракциях мононуклеаров 

периферической крови здоровых доноров (Д) и больных раком молочной железы (РМЖ). 
 

Каталитическая инактивация и конверсия внеклеточного АТФ с помощью эктонуклеотидазы CD39 является одним 
из ключевых противовоспалительных и иммуносупрессорных механизмов Treg-клеток. Значительное увеличение 
экспрессии CD39 на Treg-клетках и четкая ассоциация с опухолевой прогрессией было показано рядом авторов [33, 
34]. 
Мы показали, что экспрессия этого маркера при раке молочной железы ассоциирована именно с популяцией Treg-
клеток, способных связывать гиалуронан, которая может выступать в качестве нового клеточного биомаркера рака.  
NK-регуляторные (NKreg) клетки 
Человеческие натуральные киллерные (NK) клетки рассматриваются как профессиональные цитотоксические 
клетки, интегрированные в эффекторную ветвь врожденного иммунитета во время противовирусного, 
противоопухолевого, противомикробного и противопаразитарного иммунного ответа, а также оказывающие 
регуляторное действие на врожденный и адаптивный иммунитет через продукцию различных цитокинов и 
хемокинов или межклеточных контактов [35]. Такая иммунорегуляторная функция относится, главным образом, к 
субпопуляции CD56bright NK-клеток, характеризующейся высокой экспрессией CD56 [36], тогда как CD56dim NK-
клетки имеют более явные цитотоксические свойства [37-39]. 
Регуляторная субпопуляция NK-клеток (NKreg) была получена in vitro из циркулирующих в крови CD34+ 
гемопоэтических предшественников, экспрессирующих мембрансвязанный IL-15 [40]. Такие клетки были 
обнаружены in vivo среди децидуальных NK-клеток у беременных женщин, имели фенотип незрелых клеток, 
секретировали супрессорные молекулы (HLA-G, IL-10, IL-21) и не оказывали цитолитического действия на клетки-
мишени. В другой работе NKreg-клетки супрессировали дендритные клетки и цитолитическую активность 
циркулирующих NK-клеток через мембраносвязанный HLA-G и секретируемый IL-10 [41]. Авторы показали, что 
супрессивные NK-клетки поглощали HLA-G путем трогоцитоза контактирующих клеток. NK-клетки, приобретшие 
HLA-G1 путем трансфекции, показывали супрессорные свойства по отношению к другим NK-клеткам. Кроме того, 
HLA-G-экспрессирующие CD4+ и CD8+ T-клетки человека были недавно выявлены в периферической крови и очаге 
воспаления. Эти клетки обладали слабым пролиферативным потенциалом и показывали супрессорные свойства, 
которые опосредовались через HLA-G и IL-10 [42-44]. 
Учитывая важность в регуляции иммунного ответа приведенных и других данных, касающихся NK-клеток, 
экспрессирующих IL-10, TGF-β и HLA-G, мы провели исследование периферической крови больных раком молочной 
железы, характеризующимся существенной недостаточностью врожденного противоопухолевого иммунитета [45-
47]. В результате была обнаружена новая популяция регуляторных NK-клеток человека, содержание которых у 
больных раком молочной железы (РМЖ) было достоверно повышено в 1,7 раза по сравнению со здоровыми 
донорами (6,8±1,8; 4,0±1,1; p=0,001) [48] (рисунок 4).  
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Рисунок 4 - Анализ содержания HLA-G+ NK-клеток в периферической крови здоровых доноров и больных раком 

молочной железы (РМЖ). 
 

(А) Репрезентативные данные содержания HLA-G+ клеток в CD57+ и CD57- субпопуляциях NK-клеток здорового 
донора и больной РМЖ.  
(Б) Анализ содержания HLA-G+ NK-клеток здоровых доноров и больных РМЖ (РМЖ) во фракции свежевыделенных 
мононуклеарных клеток (СВ), без стимуляции (БС) и после инкубации с фитогемагглютинином (ФГА). Данные 
представлены в виде точечного графика и медианы, достоверность отличий обозначена как: *р≤0,05 (по критерию 
Стьюдента). 
Эти клетки экспрессировали внутриклеточные цитокины IL-10 и TGF-β и обладали супрессорной активностью в 
отношении Т-клеток. Таким образом, NK-клетки периферической крови с фенотипом CD3-CD56+HLA-G+ также могут 
быть рассмотрены как кандидаты в новые клеточные биомаркеры рака. 
Резюмируя наши наблюдения и литературные данные, следует отметить, что три типа исследуемых 
иммунорегуляторных клеток (MDSC – CD34+CD15+, Treg-клетки – CD4+CD25+CD39+HA+, NK-клетки – CD3-
CD56+HLA-G+) действительно выглядят очень привлекательными с точки зрения разработки панели новых 
биомаркеров рака, пригодных для его ранней диагностики. Для верификации такого утверждения необходимы 
обширные скрининговые исследования данных клеточных субпопуляций периферической крови больных с 
различными видами онкологических заболеваний, находящихся на различных стадиях болезни. 
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ИММУНОРЕГУЛЯТОРЛЫҚ ЖАСУШАЛАР ҚАТЕРЛІ ІСІКТІҢ ПОТЕНЦИАЛДЫ БИОМАРКЕРЫ РЕТІНДЕ 
 

Түйін: Қатерлі ісіктің ерте диагностикасын жетілдіру қатерлі ісікті сәтті емдеу және метастатистикалық 
аурулардың дамуын болдырмауда өте маңызды. Осы бағыттағы елеулі үдіріс, клиникалық белгісі көрінбейтін 
қатері ісікке,  иммундық гомеостаз реттелуінің тікелей және  жанамалай өзгерісінің кешенді сипаттамасына және 
организімнің ерекше жағдайын индентификациялауға жаңа жолдар өңдеуден күтіледі. Қатерлі ісікпен иммундық 
жүйенің өзара-қатынасы өзіндік күрделі сатылы жүйені болып көрінеді, ісіктің өсуі бойынша динамикалық дамуы, 
қатерлі ісіктің иммуноредактировалық осызаманғы гипотезасына сәйкес үш сатыға бөлінген: «элиминация», «тепе-
теңдік», және  «тайып кету». Бұлардың ішіндегі соңғысы, ісік ұлпасындағы және перифериялық қандағы әртүрлі 
иммундық реттегіш жасушалар, ісікке қарсы активтіліктері төмендеген цитотоксикалық Т-лимфоциттер мен NK-
жасушалар қатысумен сипатталады. Осындай жасушардың ерекше маңыздылары реттінде миелоидық 
супрессорлық жасушалар(MDSC), Т-регуляторлық жасушалар(Treg) және регуляторлы NK-жасушалар (NKreg) 
ұсынылады. Біз ағынды цитофлуориметрияны қолданып, онкологиялық аурулардың перифериялық қанында  бұл 
жасушалар құрамының  статистикалық жоғары екенін анықтадық, сондықтан оларды онкологиялық процессте 
жаңа биомаркерлер ретінде қолдануды ұсынамыз. Бұндай мақұлдауды верификациялау үшін аурулардың әртүлі 
деңгейде тұрған, ұқсамаған түрдегі онкологиялық аурумен аурғандардың перифериялық қанында осы 
жасушалардың субпопуляциясын кеңейтілген скринингтік зерттеу керек. 
Түйінді сөздер: Қатерлі ісік,  иммунорегуляторлық жасушалар, ағынды цитометрия 
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IMMUNOREGULATORY CELLS AS POTENTIAL CANCER BIOMARKERS 
 
Resume: Improvement of early diagnosis of cancer is an important condition for the successful treatment of cancer and 
prevention of metastatic disease. Significant progress in this direction can be expected from the development of new 
approaches to the identification of a particular state of the organism with clinically undetectable cancer that is characterized 
by a complex of direct and indirect changes in the regulation of immune homeostasis. Relationships between cancer and the 
immune system is a complex hierarchical system, dynamically evolving during tumor development. According to modern 
hypothesis of cancer immunoediting  they are divided into three consecutive stages: "elimination", "equilibrium " and 
"escape." The latter is characterized by the presence of various immunoregulatory cells that suppress antitumor activity of 
NK-cells and cytotoxic T lymphocytes in the tumor tissue and peripheral blood. Among such cells myeloid derived suppressor 
cells (MDSC), regulatory T cells (Treg) and regulatory NK-cells (NKreg) are of particular importance. Using flow cytometry, 
we showed that the prevalence of these cells was significantly increased in peripheral blood of cancer patients, so we suggest 
using them as new biomarkers of cancer. To verify this statement extensive screening of peripheral blood cell subsets 
obtained from patients with different types of cancer at different stages of the disease is needed. 
Keywords: Cancer, immunoregulatory cells, flow cytometry 

 


