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Аннотация

Введение. Ранее мы обнаружили, что снижение количества NKt-клеток и активированных cd25+ 
лимфоцитов периферической крови до начала неоадъювантной химиотерапии ассоциировалось 
с повышением вероятности прогрессирования заболевания у больных трижды негативным раком 
молочной железы ii и iii стадии. Цель исследования – изучение взаимосвязи исходного количества 
NKt- и cd25+ лимфоцитов периферической крови с безрецидивной и общей выживаемостью больных 
трижды негативным раком молочной железы, получивших неоадъювантную химиотерапию цисплатином 
и паклитакселом и последующее оперативное лечение. Материал и методы. В исследование были 
включены больные трижды негативным раком молочной железы ii и iii стадии. Период наблюдения 
составил 36 и 66,9 мес. До начала лечения определяли процент cd3+cd16+cd56+ (NKt)- и cd25+- 
лимфоцитов периферической крови методом проточной цитометрии. Статистический анализ данных 
проводили с использованием пакета статистических программ «Статистика 7». Для определения 
взаимосвязи иммунологических показателей с безрецидивной и общей выживаемостью больных 
трижды негативным раком молочной железы использовался метод Каплана–Мейера. Результаты. 
Сниженный до начала лечения по сравнению с контролем процент NKt-клеток периферической крови 
ассоциировался с уменьшением трехлетней безрецидивной выживаемости больных [me – 20,1 (0,533 
и 39,7) мес] по сравнению с больными, у которых процент этих клеток был выше, чем в контроле (me 
не достигнута). Статистически значимых различий в трехлетней общей выживаемости между данны-
ми группами пациенток не наблюдалось. Исходно сниженное по сравнению с контролем количество 
cd25+ лимфоцитов ассоциировалось как с уменьшением безрецидивной, так и общей выживаемости, 
по сравнению с больными, у которых количество этих клеток до лечения было выше нормы. Различие 
в продолжительности безрецидивной и общей выживаемости было еще более выражено при сравне-
нии группы пациенток, у которых одновременно было повышено исходное количество и NKt- и cd25+ 
клеток, с больными, у которых оба показателя были ниже нормы. Заключение. Исходное (до начала 
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химиотерапии) количество NKt-клеток и активированных cd25+ лимфоцитов периферической крови, 
вероятно, может являться предиктивным фактором у больных трижды негативным раком молочной 
железы, получавших неоадъювантную химиотерапию цисплатином и паклитакселом.

Ключевые слова: трижды негативный рак молочной железы, NKt-клетки, cd25+ лимфоциты, 
безрецидивная выживаемость, общая выживаемость, неоадъювантная химиотерапия.
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abstract

Background. We previously found that a decrease in the number of NKt cells and activated cd25+ peripheral 
blood lymphocytes (pBls) before neoadjuvant chemotherapy was associated with an increased likelihood of 
disease progression in patients with locally advanced triple-negative breast cancer (tN Bc). the purpose of 
this study was to determine the relationship between the initial number of NKt-and cd25+ pBls and relapse-
free survival (RFs)/overall survival (os) in patients with tN Bc who received neoadjuvant chemotherapy 
with cisplatin and paclitaxel followed by surgery. material and methods. the study included patients with 
stage ii and iii tN Bc. the follow-up time was 36 and 66.9 months. immediately before chemotherapy, 
the percentage of cd3+cd16+cd56+ (NKt) -, cd25+- and cd8+ pBls was determined by flow cytometry. 
statistical analysis of the data was carried out using the statistics 7 software package. the Kaplan-meier 
method was used to determine the relationship between immunological parameters and RFs/ os. Results. 
the decreased level of NKt cells before treatment was associated with a decrease in the 3-year RFs [me: 
20.1 (0.533 and 39.7) months] compared to that observed in patients with higher percentage of these cells 
than in the control (me was not achieved). there were no statistically significant differences in the 3-year os 
between the groups. the initially reduced number of cd25+ lymphocytes in comparison with the control was 
associated with decreased rates of both RFs and os. the difference in dFs and os was more significant 
between the groups of patients who simultaneously had an increased initial number of both NKt and cd25+ 
cells and patients in whom both cell populations were below normal levels. conclusion. the initial (prior to 
chemotherapy) number of NKt and activated cd25+ pBls can apparently be a predictive factor in tN Bc 
patients, who received neoadjuvant chemotherapy with cisplatin and paclitaxel.

Key words: triple-negative breast cancer, NKt cells, cd25+ lymphocytes, relapse free survival, overall 
survival, neoadjuvant chemotherapy.

Введение
Рак молочной железы (РМЖ) характеризуется 

клеточной и молекулярной гетерогенностью и яв-
ляется наиболее распространенным злокачествен-
ным новообразованием среди женщин во всем 
мире. В клинике для прогноза РМЖ используют 
различные клинико-патологические, молекуляр-
ные и генетические факторы, тем не менее исход 
этого заболевания во многих случаях трудно пред-
сказать. Установление надежных прогностических 
факторов при РМЖ имеет решающее значение для 
разработки методов эффективной индивидуальной 

помощи пациенткам [1]. Важную роль в контроле 
над возникновением и ростом злокачественных 
новообразований играет иммунная система [2, 
3]. Появляется все больше свидетельств того, 
что взаимодействие между иммунными и опу-
холевыми клетками оказывает значимое влияние 
на развитие и прогрессирование рака молочной 
железы [4]. Опухоль индуцирует как локальный, 
так и системный иммунный ответ, и иммунные 
клетки, как инфильтрирующие опухоль, так и 
лимфоциты периферической крови (ПК), могут 
иметь прогностическое значение [5–7]. Иммун-
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ная система пациента активно взаимодействует 
с различными видами противоопухолевой тера-
пии [8, 9]. Ключевыми эффекторными клетками 
противоопухолевого иммунитета являются CD8+ 
T-лимфоциты, положительное прогностическое 
значение которых продемонстрировано в раз-
личных клинических исследованиях [10]. В то же 
время в ответе на опухоль участвует значительное 
число лимфоцитарных популяций как адаптивного, 
так и врожденного иммунитета, которые также 
могут иметь прогностическое значение. Ранее 
при изучении субпопуляционного состава лимфо-
цитов периферической крови больных с трижды 
негативным (ТН) РМЖ мы обнаружили, что сни-
жение количества NKT-клеток и активированных 
CD25+ лимфоцитов до начала неоадъювантной 
химиотерапии ассоциировалось с повышением 
вероятности прогрессирования заболевания [11]. В 
данной работе проводилось дальнейшее изучение 
возможной прогностической значимости этих по-
пуляций лимфоцитов у пациенток c ТН РМЖ.

Проведенное в настоящей работе определение 
взаимосвязи исходного количества NKT-клеток и 
CD25+ лимфоцитов ПК с выживаемостью больных 
ТН РМЖ, получавших стандартную противоопу-
холевую терапию, является актуальным и может 
послужить основой для установления прогно-
стической значимости этих популяций лимфоци-
тов, а также более точного предсказания исхода 
заболевания.

Цель исследования – изучить взаимосвязь 
исходного количества NKT- и CD25+ лимфоцитов 
ПК с продолжительностью безрецидивной (БРВ) 
и общей выживаемости (ОВ) больных ТН РМЖ, 
получивших неоадъювантную химиотерапию 
цисплатином и паклитакселом с последующей 
операцией.

Материал и методы 
В исследование было включено 50 больных 

ТН РМЖ II и III стадии. Медиана возраста со-
ставила 50 лет (от 26 до 76 лет). После 4–6 курсов 
химиотерапии (паклитаксел 80 мг/м2, в 1, 8, 15-й 
дни + цисплатин 75 мг/м2, в 1-й день, цикл 28 дней) 
все пациентки подвергались хирургическому лече-
нию. Период наблюдения составил 36 и 66,9 мес. 
Данные о прогрессировании заболевания и вы-
живаемости в течение 3-летнего периода были 
получены относительно 50 (у 24 из них отмечалось 
прогрессирование заболевания) и 42 (13 из них 
умерли) пациенток соответственно. 

Иммунологическое обследование пациенток 
(многопараметровый цитометрический ана-
лиз на пятипараметровом проточном цитоф-
луориметре аналитического типа FACSCalibur 
«BectonDickinson», CШA) проводилось непосред-
ственно перед началом химиотерапии. Лимфо-
циты выделялись по параметрам светорассеяния 
и экспрессии CD45. Для двух-, трех- и четырех-

цветного окрашивания клеток использовали 
моноклональные антитела, конъюгированные с 
FITC, PE, PC5 (Bekman Coulter США; «Сорбент», 
Россия), к следующим маркерам лимфоцитов: 
CD45, CD3, CD16, CD56, CD25. В группу сравне-
ния (К) вошли практически здоровые женщины 
соответствующего возраста (n=26). Все пациентки 
дали информированное согласие на проведение 
иммунологического обследования. 

Для статистического анализа данных использо-
вали пакет статистических программ «Статисти-
ка 7». Результаты представлены в виде Ме (Ме-
диана) и 95 % доверительного интервала Me (95 % 
ДИ). Анализ выживания проводили с помощью 
метода Каплана–Майера. Для сравнения кривых 
выживания использовали лог-ранговый критерий 
(log-rank test) или критерий Кокса–Мантеля (Cox–
Mantel test) и F-критерий Кокса (Cox’s F-Test). В 
качестве точки отсчета для определения уровня 
каждого иммунологического показателя прини-
мали значение его медианы в контрольной группе 
Mecontr (N). Уровень статистической значимости 
был принят равным 0,05.

Результаты 
Исследовалось значение исходного количества 

CD3+CD16+CD56+ NKT-клеток для трехлетней БРВ 
(n=50) и ОВ (n=42) больных ТН РМЖ, получавших 
неоадъювантную химиотерапию (паклитаксел + 
цисплатин) и последующее оперативное лечение. 
У пациенток, у которых количество NKT-клеток 
до лечения было ниже контрольного значения, 
БРВ была статистически значимо уменьшена по 
сравнению с пациентками, у которых процент 
этих клеток был выше, чем Mecontr (8,7 %). При 
этом БРВ у больных с количеством NKT-клеток 
<N составила 20,1 (0,533 и 39,7) мес, а у пациенток 
с повышенным показателем (≥N) не была достиг-
нута (рис. 1а). Статистически значимых различий 
в уровне 3-летней ОВ не наблюдалось (рис. 1b). В 
обоих случаях медиана не была достигнута, однако 
отмечалась тенденция к более выраженному разли-
чию в величине ОВ между группами на более позд-
них сроках наблюдения. Исходное снижение по 
сравнению с контролем (Mecontr 10,7 %) количества 
лимфоцитов, экспрессирующих активационный 
маркер CD25, ассоциировалось со статистически 
значимым уменьшением как БРВ (n=47), так и 
ОВ (n=39) [БРВ: 13,1 (7,7 и 18,5); ОВ: Me не до-
стигнута] по сравнению с пациентками, у которых 
этот показатель был выше контрольного значения 
(Мe БРВ и ОВ в этой группе не достигнуты) (рис. 
2а, b). Различие в продолжительности БРВ и ОВ 
(n=32) было еще более выражено при сравнении 
группы пациенток, у которых одновременно было 
повышено исходное количество и NKT- и CD25+ 
клеток, с больными, у которых оба показателя были 
ниже нормы. Срок наблюдения в данном случае 
составил 66,9 мес. (рис. 3a, b).
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Рис. 1. Взаимосвязь трехлетней без-
рецидивной (a) и общей (b) выживае-

мости больных ТН РМЖ с количеством 
cd3+cd16+cd56+ (NKt%) лимфоцитов 

до начала химиотерапии (по методу 
Каплана–Мейера). 

Примечание: о – нецензурированные 
данные: (a) n=24, (b) n=13; 

+ – цензурированные данные (больные с 
безрецидивным течением заболевания 
или живые пациентки на момент анали-

за): (a) n=26, (b) n=29
Fig. 1. the relationship between the three-
year relapse-free (a) overall (b) survival of 
breast cancer patients and the number of 
cd3+cd16+cd56+(NKt%) lymphocytes 
before chemotherapy (according to the 

Kaplan–meier method). 
Note: o – complete: (a) n=24, (b) n=13; 

+ – censored: (a) n=26, (b) n=29

Рис. 2. Взаимосвязь безрецидивной (a) 
и общей (b) выживаемости больных ТН 
РМЖ с количеством cd25+ лимфоцитов 
(cd25+ %) периферической крови до на-
чала химиотерапии (по методу Каплана–

Мейера).
Примечание: о – нецензурированные 

данные: (a) n=23, (b) n=12; 
+ – цензурированные данные (больные с 
безрецидивным течением заболевания 
или живые пациентки на момент анали-

за): (a) n=24, (b) n=27
Fig. 2. the relationship between the three-
year relapse-free (a)/overall (b) survival of 
breast cancer patients and the number of 

cd25+ (cd25+ %) lymphocytes before che-
motherapy (according to the Kaplan–meier 
method). Note: o – complete: (a) n=23, (b) 

n=12; + – censored: (a) n=24, (b) n=27

Рис. 3. Взаимосвязь безрецидивной 
(a) и общей (b) выживаемости больных 
ТН РМЖ с количеством NKt- и cd25+ 

(NKt%& cd25+ %) лимфоцитов перифе-
рической крови до начала химиотерапии 

(по методу Каплана–Мейера). Период 
наблюдения – 66,9 мес. Примечание: 

о – нецензурированные данные: (a) n=9, 
(b) n=5; + – цензурированные данные 
(больные с безрецидивным течением 
заболевания или живые пациентки на 

момент анализа): (a) n=23, (b) n=27
Fig. 3. the relationship between the three-
year relapse-free (a) overall (b) survival of 
breast cancer patients and the number of 
NKt- and cd25+ 

 
(NKt%&cd25+%) lym-

phocytes before chemotherapy (according 
to the Kaplan–meier method). 

Note: o – complete: (a) n=9, (b) n=5; 
+ – censored: (a) n=23, (b) n=27

Обсуждение
NKT-клетки врожденного иммунитета состав-

ляют небольшую часть лимфоцитов, однако они 
способны эффективно уничтожать опухолевые 
клетки. В настоящее время выделяют три типа 
NKT-клеток: тип I NKT (iNKT), тип II NKT и 
NKT-подобные клетки. Наивысшую противоопу-
холевую активность проявляют iNKT-клетки, 

которые повреждают опухоль как с помощью 
прямого цитотоксического действия, так и не-
прямого путем секреции различных цитокинов, 
активирующих противоопухолевые механизмы, 
а также активизации истощенных CD8+ Т- и NK-
клеток [12]. Снижение количества iNKT в ПК было 
обнаружено при различных злокачественных ново-
образованиях [13]. Выраженный дефицит iNKT-
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клеток ПК ассоциировался с неблагоприятным 
клиническим исходом у больных раком головы и 
шеи [14], а восстановление количества перифе-
рических iNKT-клеток обеспечивало длительную 
ремиссию у детей с различными гемобластозами 
[15]. В настоящем исследовании популяция NKT-
клеток определялась по экспрессии наиболее часто 
используемых при исследовании этих лимфоцитов 
маркеров: CD3, CD16 и CD56 (CD3+CD16+CD56+), 
что не позволяет определить, к какому типу отно-
сятся эти клетки. Было обнаружено, что повыше-
ние процента (CD3+CD16+CD56+) NKT-клеток до 
лечения у части больных ТН РМЖ явилось благо-
приятным фактором и ассоциировалось с увеличе-
нием БРВ, по сравнению с больными, у которых 
этот показатель был снижен. Исходный уровень 
этих клеток, вероятно, не имел значимого влияния 
на ОВ. У пациенток, у которых до лечения коли-
чество CD25+ лимфоцитов было ниже контроля, и 
БРВ, и ОВ были статистически значимо снижены 
по сравнению с больными, у которых число этих 

клеток было повышено. Молекула CD25 – α-цепь 
рецептора интерлейкина 2 участвует в генерации 
высокоаффинного рецепторного комплекса и имеет 
решающее значение для активации пролифератив-
ного ответа Т-лимфоцитов и их дифференцировки 
[16, 17]. Различие в продолжительности БРВ и ОВ 
было еще более значимым при сравнении группы 
пациенток, у которых определялось повышение 
исходного количество клеток обеих популяций 
(NKT- и CD25+), с больными, у которых оба по-
казателя были снижены.

Заключение
Полученные результаты указывают на то, что 

такие иммунологические показатели, как исходное 
(до начала лечения) количество NKT-клеток и ко-
личество активированных CD25+ лимфоцитов ПК, 
вероятно, могут являться предиктивными фактора-
ми у больных ТН РМЖ II и III стадии, получавших 
неоадъювантную химиотерапию цисплатином в 
сочетании с паклитакселом.
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