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Резюме
Актуальность: Важным этапом гематогенного метастазирования злокачественных опухолей является циркуляция опухоле-
вых клеток. Мелкоклеточный рак легкого (МРЛ) считается наиболее агрессивной формой рака легкого, при котором опреде-
ляется наибольшее количество циркулирующих опухолевых клеток.
Цель: Оценка наличия и количества циркулирующих опухолевых клеток как фактора иммуносупрессии при мелкоклеточ-
ном раке легкого.
Материалы и методы: У 30 больных МРЛ III–IV стадии до начала лечения проводили детекцию циркулирующих опухолевых 
клеток с использованием системы CellSearch (Veridex LLC, Бельгия); группу делили на подгруппы с наличием и без наличия 
циркулирующих опухолевых клеток. Оценку Т-лимфоцитарного и NK-клеточного звеньев иммунной системы осуществляли 
методом проточной цитометрии. Результаты показали, что наличие циркулирующих опухолевых клеток у больных мелкокле-
точным раком легкого сопровождалось низким уровнем NK-лимфоцитов, экспрессирующих CD335+, Granzyme B и Perforin, 
и более низкими уровнями Т-хелперов с маркерами ранней активации (СD38 и СD69). Более низкие уровни активированных 
цитотоксических лимфоцитов СD8+СD69+ отмечены при наиболее высоком уровне циркулирующих опухолевых клеток 
(выше 50). Таким образом, снижение количественных и функциональных показателей Т-и NK-клеток при наличии циркули-
рующих опухолевых клеток можно расценивать как один из факторов иммуносупрессии у больных мелкоклеточным раком 
легкого.
Результаты: Присутствие циркулирующих опухолевых клеток, вне зависимости от их количества в крови больных МРЛ, ха-
рактеризуется угнетением врожденного звена иммунной системы в виде снижения функциональной активности NK-клеток, 
и, даже при сохранении общего количества естественных киллеров, приводит к уменьшению их противоопухолевого по-
тенциала, что нередко наблюдается при распространенном опухолевом процессе. Сходная картина отмечена и при анализе 
состояния адаптивного иммунитета, а именно, Т-клеточного звена.
Заключение: Наличие циркулирующих опухолевых клеток у больных МРЛ можно расценивать как один из факторов имму-
носупрессии у этих больных.
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натуральные киллеры
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Abstract
Background: Circulating tumor cells (CTCs) play an important role in hematogenous metastasis of malignant tumors. Small cell lung 
cancer (SCLC) is the most aggressive form of lung cancer with the highest number of detected CTCs.
Objective: To evaluate the presence and number of CTCs as an immunosuppression factor in SCLC.
Materials and methods: In 30 patients with stage III-IV SCLC, CTCs were detected using the CellSearch system (Veridex LLC, 
Belgium) before treatment. The participants were divided into groups based on presence of CTCs. Flow cytometry was used to assess 
T- and natural killer (NK)-cellular components of the immune system and revealed that the CTC presence in patients with SCLCwas 
accompanied by low levels of NK cells expressing CD335+, granzyme B, and perforin and lower levels of helper T cells with markers 
of early activation (CD38 and CD69). Lower levels of CD8+CD69+ activated cytotoxic T cells were observed with the highest level 
of CTCs (>50). Thus, a decrease in the quantitative and functional parameters of T and NK cells in presence of CTCs can be regarded 
as one of the immunosuppression factors in patients with SCLC.
Results: The presence of CTCs, regardless of their number in the blood of patients with SCLC, is characterized by suppression of the 
innate immune system: decreased functional activity of NK cells, which, even with the preservedtotal number of NK cells, leads 
to a decrease in their antitumor potential and is often observed in case of widespread metastases. A similar pattern was noted in the 
analysis of the adaptive immune system, namely, the T cells.
Conclusions: As with other malignant tumors, the presence of CTCs in patients with SCLC can be regarded as one of the immuno-
suppression factors.
Keywords: small cell lung cancer, circulating tumor cells, cellular immunity, T cells, natural killer cells
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Актуальность
Рак легкого занимает лидирующие позиции в струк-

туре онкологической заболеваемости и  смертности 
во всем мире  [1]. Одним из гистологических подти-
пов рака легкого является мелкоклеточный рак легкого 
(МРЛ). МРЛ считается наиболее агрессивной формой 
рака легкого и на его долю приходится около 15% всех 
случаев рака легкого  [2]. Прогноз при МРЛ является 
крайне неблагоприятным, 5-летняя общая выживае-
мость составляет всего 7% [3]. Несмотря на используе-
мые варианты лечения, у большинства пациентов ответ 
на терапию носит временный характер с ранним про-
грессированием. За последние 20 лет не отмечено улуч-
шения выживаемости или частоты положительного от-
вета на химиотерапию у пациентов с МРЛ [4]. Цирку-
лирующие опухолевые клетки (ЦОК) рассматриваются 
в литературе как фактор метастазирования. Концентра-
ция ЦОК в  периферической крови у  больных с  МРЛ 
очень высокая по сравнению с  другими опухолями, 
в  частности, с  немелкоклеточным раком (НМРЛ)  [5]. 
ЦОК обнаруживаются у 85% больных с III–IV стадия-
ми МРЛ, при этом ЦОК могут служить инструментом 
для мониторинга течения заболевания [6].

Концепция иммуноредактирования опухоли вклю-
чает представления о  формировании под ее влияни-
ем иммуносупрессивного и  ростостимулирующего 
микроокружения, среди которого важную роль играют 
клеточные и  цитокиновые факторы иммунной систе-
мы. Интенсивно исследуется роль иммунного микро-
окружения опухолевых клеток, влияющего на прогрес-
сирование опухолевого процесса [7], при этом для ЦОК 
в качестве микроокружения можно рассматривать фак-
торы иммунной системы, оцениваемые в крови.

Цель исследования
Дать оценку наличию и количеству ЦОК как фак-

тору иммуносупрессии при МРЛ.

Материалы и методы
Исследуемая группа больных была сформирова-

на из 30  пациентов обоего пола с  морфологически 
подтвержденным диагнозом мелкоклеточного рака 
легкого III–IV стадии. Больные находились на ле-
чении в  ФГБУ «НМИЦ онкологии» Минздрава РФ 
в  период с  2014  по 2016  г. На момент включения 
в исследование пациенты ранее не получали лечения 
по поводу МРЛ. Средний возраст больных – 60±2,6 лет 
(от  47  до  75  лет). Подавляющее большинство паци-
ентов составляли мужчины – 28 больных. Пациентам 
проводилось системное лекарственное лечение со-
гласно клиническим рекомендациям по схеме этопо-
зид 120 мг/м2 в 1–3-й дни, цисплатин 60–80 мг/м2 или 
иринотекан 60–65  мг/м2  в  1-й и  8-й дни, цисплатин 
60–75 мг/м2 в 1-й день. Цикл – 21 день.

Детекцию ЦОК проводили с использованием си-
стемы CellSearch (Veridex LLC, Бельгия) до начала 
лечения. Общее число выявленных в  7,5  мл крови 
опухолевых клеток считали конечным результа-
том. Оценку показателей клеточного иммунитета 
осуществляли в  тот же срок с помощью проточной 
цитометрии на анализаторе BD FACSCanto II (BD 
Biosciences, США). Кровь, взятую из вены, инкуби-
ровали при комнатной температуре в темноте 20 мин 
с 5 мкл моноклональных антител (BD, США). Диа-
гностическая панель антител включала CD4  FITC, 
CD127 PE, CD3 PerCP, CD25 APC, CD38 PE, Granzyme 
B FITC, CD16 PE, CD56 PE-Cy7, Perforin Alexa Fluor 
647, CD45 APC-Cy7, CD335 APC, CD8 PerCP-Cy5.5, 
CD69  PE-Cy7. Подготовку проб осуществляли 
по методике окрашивание-лизис-отмывка. Резуль-
таты уровней субпопуляций выражали в процентах: 
Т-клетки (естественные киллеры (NK) и естествен-
ные киллеры Т-клетки (NKТ)) – от общего количе-
ства лимфоцитов, Тregs – от СD4+, активированные 
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фракции – от количества СD4+ и СD8+ клеток, суб-
популяции естественных киллеров – от общего коли-
чества NK-клеток. 

Группу больных подразделяли по уровням ЦОК: 
на подгруппы с  отсутствием ЦОК (ЦОК0) (n=4) и  с 
наличием ЦОК, среди которых дополнительно выде-
ляли больных с ЦОК от 1 до 50 (n=14) и >50 (n=12).

В ходе статистического анализа результатов про-
водили оценку на нормальность распределения зна-
чений по Шапиро-Уилку и, поскольку оно было нор-
мальным, для сравнения показателей групп применя-
ли t-критерий Стьюдента; различия считали статисти-
чески значимыми при р<0,05.

Результаты
Показатели врожденного и  адаптивного имму-

нитета у  больных МРЛ с  различным уровнем ЦОК 

представлены в таблицах 1 и 2. Как видно из таблицы 
1, общее количество NK и NKТ лимфоцитов не име-
ет статистически значимых различий в  зависимо-
сти от наличия и уровня ЦОК. Однако наличие ЦОК 
характеризовалось снижением процента лимфоци-
тов, экспрессирующих CD335+, а  также Granzyme 
B- и  Perforin-содержащих NK-клеток, что говорит 
о  снижении функциональной активности естествен-
ных киллеров. Сравнение исследованных показателей 
врожденного иммунитета у больных с разным уров-
нем ЦОК не выявило статистически значимых разли-
чий, хотя количество СD16dim56bright клеток, счита-
ющихся NK-regs, было выше при уровне ЦОК от 1 до 
50, по сравнению с ЦОК-негативными больными.

Результаты оценки Т-клеточного звена иммуни-
тета представлена в  таблице 2, из которой видно, 
что наличие ЦОК у  больных МРЛ сопровождалось 

Таблица 1
Показатели NK-клеточного звена у больных МРЛ при различном количестве ЦОК

Table 1
Parameters of natural killer cells in patients with small cell lung cancer and a different number of circulating tumor cells

Доля лимфоцитов, %
Уровень ЦОК

0 ЦОК >0 ЦОК 1–50 ЦОК Более 50 ЦОК
CD16+56+ 23,8±5,0 18,4±1,7 18,1±2,2 18,9±3,0
NK T-лимфоциты 6,7±1,3 6,3±0,7 5,4±0,4 7,8±1,8
CD335+ 46,5±2,5 32,1±4,2* 31,1±5,4* 33,7±5,7*
СD16dim56bright 6,9±1,5 10,4±1,9 11,7±1,6 * 8,3±2,7
СD16+56dim 90,7±2,5 88,2±1,9 87,3±2,6 89,8±3,0
Granzyme B 89,1±0,9 72,2±4,1* 73,0±5,6* 70,8±6,3*
Perforin 76,4±2,7 57,0±6,8* 54,4±8,1* 59,1±6,9*

Прим.: * – различия показателей статистически значимы по отношению к 0 ЦОК (p≤0,05)

Note: *, statistically significant differences in relation to 0 circulating tumor cells (P ≤ .05)

Таблица 2
Показатели Т-звена у больных МРЛ при различном количестве ЦОК

Table 2
Parameters of T cells in patients with small cell lung cancer and a different number of circulating tumor cells

Доля лимфоцитов, %
Уровень ЦОК

0 ЦОК >0 ЦОК 1–50 ЦОК Более 50 ЦОК
CD4+ 33,5±3,0 39,1+1,6 41,8±1,8* 34,8±2,5°
T-regs 9,9±2,6 8,1+0,5 7,6±0,8 8,6±0,8
CD4+/CD38+ 32,7±1,6 22,4±2,2* 23,5±3,2* 20,7±2,7*
CD4+/CD25+ 19,9±7,2 19,7±3,2 16,7±3,4 24,9±6,2
CD4+/CD69+ 11,9±2,6 6,3±0,7* 5,8±0,8* 7,0±0,9 тенд
CD8+ 30,7±7,4 29,0+2,1 26,5±2,3 32,9±3,9
CD8+/CD38+ 19,1±5,3 21,4±2,7 21,3±4,2 21,6±2,7
CD8+/CD25+ 4,8±1,0 5,1±0,8 4,7±1,0 5,7±0,6
CD8+/CD69+ 7,5±1,1 5,1±0,8 5,7±1,3 4,0±0,6*

Прим.: * – различия показателей статистически значимы по отношению к 0 ЦОК (p≤0,05); ° – различия показателей 
статистически значимы по отношению к 1–50 ЦОК (p≤0,05)

Note: *, statistically significant differences in relation to 0 circulating tumor cells (P ≤ .05); °, statistically significant differences 
in relation to 1-50 circulating tumor cells (P ≤ .05)
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более низкими уровнями Т-хелперов с  маркерами 
ранней активации (СD38 и СD69), тогда как содержа-
ние СD8+ клеток, включая активированных, не име-
ло статистически значимых различий. Отмечено 
более высокое содержание СD4+ клеток у больных 
с  уровнем ЦОК 1–50  по сравнению с  теми, у  кого 
оно было выше 50. Единственной субпопуляцией 
СD8+ клеток, которая была значимо ниже по срав-
нению с  ЦОК-негативными больными, оказалась 
СD8+СD69+.

Таким образом, присутствие ЦОК, вне зависимо-
сти от их количества в крови больных МРЛ, характе-
ризуется угнетением врожденного звена иммунной 
системы в виде снижения функциональной активно-
сти NK-клеток, что, даже при сохранении общего ко-
личества естественных киллеров, приводит к умень-
шению их противоопухолевого потенциала, что неред-
ко наблюдается при распространенном опухолевом 
процессе  [8]. Сходная картина отмечена и  при ана-
лизе состояния адаптивного иммунитета, а  именно, 
Т-клеточного звена: наблюдаемое повышение уровня 
СD4+ клеток у больных с количеством ЦОК 1–50, по-
видимому, является компенсаторным, так как сопро-
вождается статистически значимым снижением коли-
чества активированных СD4+ лимфоцитов, экспрес-
сирующих СD38+ и СD69+. Нарастание уровня ЦОК 
до количеств, превышающих 50, сопровождается сни-
жением уровня СD4+ клеток по сравнению с больны-
ми, у которых он составлял 1–50. Хотя он и не имел 
статистически значимых отличий от больных с  от-
сутствием ЦОК, низкие значения активированных 
СD4+ лимфоцитов свидетельствуют об угнетении 
адаптивного иммунитета. Судя по наиболее низкому 
уровню СD8+ лимфоцитов, экспрессирующих маркер 
ранней активации СD69, это угнетение характеризует 
не только Т-хелперное, но и Т-цитотоксическое звено 
у больных МРЛ с максимальным уровнем ЦОК.

Обсуждение
По данным литературы, факторы врожденного им-

мунитета и  ЦОК оказывают взаимное влияние друг 
на друга, что описано при различных опухолях: мета-
статическом раке молочной железы, предстательной 
железы, а также при колоректальном раке [9, 10].

Для последнего установлена обратная взаимос-
вязь между уровнем ЦОК и цитотоксической актив-
ностью NK-клеток. Хотя и  высказываются мнения, 
что быстрый клиренс ЦОК обусловлен факторами 
врожденного иммунитета (NK-лимфоцитами, моно-
цитами и  нейтрофилами), есть данные и  о влиянии 
ЦОК на сигнальные пути, опосредующие иммунный 
ответ, через угнетение Ki-67, c-myc, ß-катенина и ги-
перэкспрессию CD47, что приводит к усилению ме-
тастатического каскада и  сохранению ЦОК в  крови 
в дормантном состоянии [11]. Важнейшей стратегией 

выживания ЦОК в крови является экспрессия ими им-
муносупрессирующих молекул (PD-L1, CD47)  [12], 
подавляющих активность NK-клеток, а блокада PD-1/
B7H1  пути с  помощью ингибиторов контрольных 
точек стимулирует NK-клеточную цитотоксичность, 
опосредованную через CD335+  [13]. Активные NK-
клетки могут уничтожать ЦОК в  крови еще до их 
экстравазации, предотвращая таким образом мета-
стазирование, при этом, как показано в  эксперимен-
тальных исследованиях, наиболее эффективным яв-
ляется прямой перфорин-зависимый механизм, с по-
мощью которого лизируется до 80% ЦОК, что выше, 
чем в  результате непрямого пути, опосредованного 
через апоптоз-индуцирующие факторы  [14]. Дефект 
системы NK-клеток вызывает опухолевую прогрес-
сию: например, у  мышей-опухоленосителей TRAIL-
опосредованный апоптоз естественных киллеров спо-
собствует метастатическому поражению печени [15].

Еще одним механизмом инактивации NK-клеток 
под действием ЦОК является вовлечение в это взаимо-
действие тромбоцитов [16] с образованием агрегатов, 
в ходе чего последние выделяют цитокины, включая 
TGF-ß, вызывающий апоптоз иммунокомпетентных 
клеток путем угнетения экспрессии на них Bcl-2. Кроме 
того, это взаимодействие препятствует развитию пер-
форин-зависимой цитотоксичности, что наблюдается 
и по нашим данным, а также секреции интерферона-γ 
NK-клетками  [17]. Популяция NK-клеток гетероген-
на и  представлена NKТ-клетками, экспрессирующи-
ми CD3-TCR рецептор, и  классическими NK, среди 
которых большую часть составляют CD56dim, опос-
редующие перфорин/гранзим-зависимую и антитело-
зависимую цитотоксичность, демонстрирующие вы-
сокие уровни перфорина и  выраженный киллерный 
эффект, а  меньшую  – CD56bright NK-лимфоциты, 
считающиеся разными авторами незрелыми клетка-
ми или NKregs, выполняющими сходную функцию 
с Тregs [18, 19]. Полученные нами данные свидетель-
ствуют о том, что эта субпопуляция NK-клеток увели-
чивается у ЦОК-позитивных больных, статистически 
значимо при уровне ЦОК 1–50.

Что касается Т-клеточного звена, как ни странно, его 
связь с наличием и уровнем ЦОК исследована значи-
тельно меньше. Нами ранее у больных НМРЛ с III ста-
дией были показаны прямые корреляции уровней ЦОК 
с содержанием CD3+, CD8+, CD4+CD25+, CD4+HLA-
DR+, обратные – с  содержанием CD4+, CD8m, фаго-
цитарной активностью нейтрофилов, а также нивели-
рование большинства из этих корреляций при генера-
лизации процесса [20]. Другие авторы при исследова-
нии PD-L1-негативных больных НМРЛ после лучевой 
терапии отметили существенное повышение уровня 
CD8+ T-клеток, обратно коррелировавшего с  уров-
нем ЦОК, который расценивается как независимый 
фактор прогноза прогрессирования  [21]. У  больных 
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опухолями урогенитального тракта более низкая вы-
живаемость ассоциировалась с высоким уровнем ЦОК 
до начала лечения, причем негативным фактором про-
гноза считали PD-L1+ фенотип ЦОК, а также низкие 
уровни CD4  и  CD8 T-лимфоцитов, авторы предпола-
гают разную прогностическую значимость различных 
морфологических субтипов ЦОК [22]. 

В  целом в  литературе сложилось представление 
об антагонистической роли Т-клеток основных суб-
популяций по отношению к  ЦОК; эти данные сум-
мированы в  недавнем обзоре  [23]. Поскольку нами 
получены более низкие уровни Т-клеток при нали-
чии ЦОК, а по некоторым субпопуляциям отмечено 
и более глубокое снижение при более высоком уров-
не ЦОК, можно считать, что такая закономерность 
показана и  для больных МРЛ. Остается неясным, 
почему именно у этих больных выявляется наиболее 
высокое количество ЦОК. При определении уровня 
ЦОК методом CellSearch, показатель считается по-
ложительным при значении выше 3 (колоректальный 
рак) или 5 (рак молочной железы). Однако у больных 
генерализованным МРЛ уровень ЦОК достигает со-
тен, в нашем исследовании максимальные показате-
ли составляли 980.

Заключение
Таким образом, наличие ЦОК у  больных МРЛ 

можно расценивать как один из факторов иммуносу-
прессии.
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