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ВВЕДЕНИЕ
Меланома кожи (МК) — крайне гетерогенная 

опухоль, состоящая из большого числа клеточных 
субклонов с различными гено- и фенотипическими 
признаками [1], что обусловливает, с одной сторо-
ны, низкую чувствительность к химиотерапевтиче-
ским агентам [2], с другой — высокую иммуноген-
ность [3]. Однако последнее не влияет на клиниче-
ский прогноз, который для большинства больных 
МК остается худшим по сравнению с таковым для 
пациентов с другими солидными злокачественны-
ми новообразованиями. По мнению многих авто-
ров, это связано с индукцией локальных и систем-
ных механизмов иммуносупрессии, приводящих 
в конечном итоге к ослаблению противоопухоле-
вой иммунной защиты организма [3–5]. Иммуно-
депрессия у больных МК формируется постепен-
но на фоне реализации многочисленных механиз-

мов, включающих снижение экспрессии молекул 
I класса HLA на поверхности опухолевых клеток, 
дефицит ко-стимулирующих сигналов для генера-
ции противоопухолевых клеток-эффекторов, про-
дукцию иммуносупрессивных цитокинов, индук-
цию Т-клеточной анергии [6]. Эти процессы нахо-
дят свое отражение при оценке иммунного статуса 
пациентов на этапах лечения [7].

Клинико-лабораторные признаки нарушений 
в иммунной системе больных регистрируют уже 
на ранних стадиях МК в виде активационной дис-
функции с последующим увеличением в цирку-
ляции количества регуляторных Т-клеток (Трег), 
снижением показателей пролиферативной и ци-
тотоксической активности лимфоцитов перифе-
рической крови (ЛПК) in vitro, патогномонич-
ных для метастатического поражения регионар-
ных лимфатических узлов. При генерализации 
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 опухолевого процесса эти признаки приобретают 
черты системной иммунодепрессии, морфологи-
ческим эквивалентом которой является прогрес-
сивное уменьшение общего количества цирку-
лирующих ЛПК с одновременным уменьшением 
количества наиболее функционально значимых по-
пуляций — Т-лимфоцитов (Т-Лф) и естественных 
киллеров (ЕК) [8]. Такие изменения в иммунной 
системе большинства больных не удается нивели-
ровать в процессе адъювантной терапии препара-
тами интерферона, обладающими плейотропным 
действием [9], или химиотерапией (ХТ), что обо-
сновывает необходимость включения в стандарт-
ные схемы лечения больных МК иммунотропных 
препаратов с узконаправленным механизмом дей-
ствия, способных восстановить регуляторные и эф-
фекторные функции Т-Лф. К препаратам с таким 
механизмом действия можно отнести фактор пере-
носа (ФП), активным компонентом которого явля-
ются низкомолекулярные трансферфакторные по-
липептиды Т-клеточного происхождения [10], ини-
циирующие развитие клеточно-опосредованного 
иммунного ответа по Th1-сценарию (за счет ин-
дукции γ-интерферона, интерлейкинов-1 и -2), что 
способствует восстановлению количества и функ-
циональной активности Т-Лф.

Однако этим аспектам лечения больных МК 
не уделяется должного внимания ввиду отсутствия 
консенсуса среди специалистов относительно роли 
иммунокомпетентности организма в повышении 
эффективности основного лечения, а также в свя-
зи с полученными ранее [11] неудовлетворительны-
ми результатами применения ряда модификаторов 
биологического ответа с плейотропным действием 
у пациентов с метастазами.

Вышеизложенное послужило основанием для 
 изучения влияния ФП на показатели иммунной си-
стемы больных генерализованной формой МК в ус-
ловиях проведения стандартной ХТ.

ОБЪЕКТ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
В исследование включено 20 больных неопера-

бельной генерализованной формой МК (9 мужчин 
и 11 женщин, средний возраст — 45,9±3,5 года). 
Все больные подписали информированное согла-
сие на участие в исследовании, которое было одо-
брено Комиссией по вопросам этики Националь-
ного института рака. Дизайн исследования пред-
ставлен на рис. 1.

Больные были рандомизированы на 2 груп-
пы — контрольную (n=10) и основную (n=10) (та-
блица). Пациентам контрольной группы проводи-
ли стандартную ХТ дакарбазином (внутривенно 
по 250 мг/м2 в течение 5 дней с повторным курсом 
через 3 нед); больным основной группы дополни-
тельно к этому лечению назначали препарат ФП 
(диализат лейкоцитов здоровых доноров «Севафар-
ма», Чешская Республика). ФП вводили подкожно 
по 4,0 мл диализованного лейкоцитарного концен-

трата 1 раз в неделю, начиная с 3-го дня после окон-
чания 1-го курса ХТ (всего 3 дозы); 4-я доза — через 
1 мес после 3-й дозы.
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рис. 1. Дизайн исследования.
XT-1, -2 — 1-й, 2-й курс ХТ соответственно; ИT — иммунотерапия

Таблица
Характеристика обследованных больных

Характеристика Основная 
группа

Контроль-
ная группа

Пол мужской 4 5
женский 6 5

Средний возраст, лет 42,7 ± 5,3 49,0 ± 4,5
Метастазы меланомы в коже, подкожной 
клетчатке или регионарных лимфоузлах 1 1

Метастазы меланомы в легких 0 4
Метастазы в других внутренних органах, 
повышенный уровень лактатдегидрогеназы 9 5

Клинико-иммунологическое обследование 
больных проводили в 4 этапа: до лечения (1-й этап), 
через 3 дня (2-й этап) и 3,5 нед (3-й этап) после 
окончания 1-го курса ХТ и через 3,5 нед после 
окончания 2-го курса ХТ (4-й этап). В качестве 
группы сравнения было обследовано 60 практи-
чески здоровых людей (ПЗЛ) (группы сравнимы 
по полу и возрасту).

Изучение фенотипа ЛПК проводили методом 
проточной цитофлуориметрии с использовани-
ем МкАТ к CD3, CD4, CD8, CD16, CD19, HLA-
DR, CD95, меченных FITC («Becton Dіckіnson», 
США), CD25, меченных РС-5, CD127, мечен-
ных РЕ («Beckman Coulter», США), как описа-
но [12, 13]. Трег определяли среди субпопуляции 
CD4+-лимфоцитов по наличию высокой экспрес-
сии CD25 в комбинации с низкой или отрицатель-
ной экспрессией CD127 (CD4+25high127low-neg). Им-
мунорегуляторный индекс рассчитывали как соот-
ношение количества CD4+- и CD8+-лимфоцитов.

Функциональную активность ЛПК изуча-
ли в реакции бласттрансформации лимфоцитов 
и цитотоксическом тесте. Реакцию бласттранс-
формации лимфоцитов выполняли морфологи-
ческим методом с использованием МкАТ к CD3 
(анти-CD3, «МедБиоСпектр», Россия) в концен-
трации 3 мкг/мл или фитогемагглютинина (ФГА, 
«Sigma», Германия) в концентрации 10 мкг/мл. 
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 Результаты выражали в процентах бласттранс-
формированных клеток. Оценку индуцированно-
го (анти-CD3 или ФГА в тех же концентрациях) 
апоптоза ЛПК проводили методом проточной ци-
тофлуориметрии [12] с использованием пропидия 
йодида. Результаты выражали в процентах лимфо-
цитов, находящихся в состоянии апоптоза.

Цитотоксическую активность ЛПК определяли 
методом проточной цитофлуориметрии с использо-
ванием клеток-мишеней линии К-562 [12]. Резуль-
таты выражали цитотоксическим индексом (ЦИ):

ЦИ= A–B •100%,
C–B

где А — количество мертвых клеток-мишеней в опы-
те; В — количество мертвых клеток-мишеней в кон-
троле; С — общее количество клеток-мишеней.

Учет результатов определения цитотоксической 
активности, интенсивности апоптоза и иммунофе-
нотипирования ЛПК проводили на проточном ци-
тофлуориметре FACScan («Becton Dickinson», США) 
с использованием программы «Cell Quest».

Статистическую обработку полученных дан-
ных проводили с использованием программ Excel 
(MS Office 2003, XP) и STATІSTІCA 6,0 (StatSoft Inc., 
США). Для определения достоверности различий (р) 
показателей использовали критерий Манна — Уитни. 
Результаты представляли в виде среднего арифмети-
ческого значения (М) и его стандартной ошибки (m). 
Различия оценивали как достоверные при р < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И Их ОБСУЖДЕНИЕ
В связи с тем, что наша работа посвящена изу-

чению влияния иммунотерапии на показатели им-
мунной системы у больных генерализованной фор-
мой МК в условиях проведения ХТ (без оценки ее 
эффективности), мы посчитали возможным объеди-
нить данные контрольной и основной групп, паци-
енты которых получали однотипное лечение на 1-м 
и 2-м этапах иммунологического исследования 
( рис. 2). До лечения и на 3-е сутки после 1-го кур-
са ХТ абсолютное количество ЛПК регистрируют 
на нижней границе нормы 1,58 ± 0,12 • 109/л про-
тив 1,77 ± 0,10 • 109/л у ПЗЛ (р > 0,05). Однако че-
рез 3,5 нед (3-й этап) содержание циркулирующих 
лимфоцитов у больных контрольной группы сни-
жается (1,24 ± 0,18 • 109/л; р < 0,05). Эта тенден-
ция сохраняется и по завершении 2-го курса ХТ. На-
против, химиоиммунотерапия (ХИТ) с применени-
ем ФП у больных основной группы сопровождается 
сохранением на исходном уровне абсолютного ко-
личества ЛПК в эти сроки.

Согласно результатам анализа популяционного 
состава ЛПК (см. рис. 2), развитие лимфоцитопении 
на фоне ХТ у больных контрольной группы обуслов-
лено дефицитом наиболее значимых популяций — 
Т-Лф (CD3+) и ЕК (CD16+), в том числе субпопу-
ляции цитотоксических Т-Лф (CD8+). Уменьшение 
относительного количества CD8+-клеток в циркуля-
ции приводит к диспропорции в субпопуляционном 

составе Т-Лф, о чем свидетельствует иммунорегуля-
торный индекс, значение которого у больных кон-
трольной группы на 3-м и 4-м этапах лечения су-
щественно превышает показатель у ПЗЛ (соответ-
ственно 2,31 ± 0,12 и 2,30 ± 0,18 у.е. против 1,55 ± 
0,10 у.е.; р < 0,05). Необходимо отметить, что у боль-
ных контрольной группы через 3,5 нед после 1-го 
курса ХТ относительное содержание ЕК восстанав-
ливается, их численность сохраняется на физиоло-
гическом уровне и по окончании лечения, а содер-
жание В-Лф (CD19+) резко снижается после 2-го 
курса ХТ (р < 0,05).

В отличие от этого, сочетанное применение 
ФП и ХТ у больных основной группы способству-
ет восстановлению количества циркулирующих 
Т-Лф за счет увеличения численности CD8+-клеток. 
При этом иммунорегуляторный индекс после 1-го 
и 2-го курсов ХТ не отличается от такового у ПЗЛ 
(соответственно 1,42 ± 0,29 и 1,44 ± 0,33 у.е. про-
тив 1,55 ± 0,10 у.е.; p > 0,05). Важно подчеркнуть, 
что на фоне ХИТ относительное количество ЕК 
и В-Лф в периферической крови больных остает-
ся сниженным.

Следовательно, использование ФП на фоне ХТ 
у больных генерализованной формой МК приводит 
к восстановлению пула циркулирующих лимфоци-
тов за счет популяции Т-Лф, дисфункция которых, 
по мнению большинства авторов [14, 15], являет-
ся ведущей в патогенезе этого заболевания. В част-
ности, формирование Т-клеточной анергии может 
быть обусловлено иммуносупрессией, которая свя-
зана с повышенным содержанием Трег [16]. Поэто-
му на этапах проводимого лечения была изучена ди-
намика содержания Трег в периферической крови 
больных (рис. 3). До лечения относительное коли-
чество Трег в периферической крови существенно 
повышено (3,79 ± 0,24% против 2,75 ± 0,14% у ПЗЛ; 
р < 0,05) и остается на высоком уровне у больных 
контрольной группы после 1-го курса ХТ. Напро-
тив, у больных основной группы применение ФП 
обеспечивает стойкое уменьшение в процессе ХТ 
циркулирующих Трег.

Анализ активационных маркеров на поверхности 
ЛПК показал их повышенную экспрессию в процес-
се ХТ (рис. 4). До лечения у больных существенно 
увеличено относительное количество лимфоцитов, 
экспрессирующих как ранний (CD25), так и позд-
ний (CD95) активационные антигены (р < 0,05), что 
может свидетельствовать об их поликлональной ак-
тивации [8]. На фоне ХТ у больных контрольной 
группы доля этих лимфоцитов в циркуляции остает-
ся на высоком уровне до конца наблюдения. Кроме 
того, неуклонно повышается экспрессия HLA-DR-
антигена (р < 0,05). Напротив, включение ФП в схе-
му лечения больных основной группы способствует 
уменьшению в периферической крови относитель-
ного количества активированных  CD25+-, CD95+-, 
HLA-DR+-лимфоцитов до уровня у ПЗЛ.
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рис. 2. Динамика содержания (•109/л) ЛПК и их популяционного состава (%) у больных МК в процессе лечения.
* Различия при сравнении с показателем у ПЗЛ статистически достоверны (р < 0,05)
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рис. 3. Изменение содержания (%) Трег в перифериче-
ской крови больных МК в динамике лечения. 
* Различия при сравнении с показателем у ПЗЛ статистически досто-
верны (р < 0,05)

Приобретение лимфоцитами активационного 
фенотипа предполагает, в свою очередь, изменение 
их функциональной активности. Для более глубоко-
го анализа последствий фенотипической перестрой-
ки ЛПК был использован методический подход, 
позволивший оценить реакцию Т-Лф на различ-
ные способы активации in vitro: через CD3-TCR-
рецепторный комплекс (классический путь актива-
ции) и митогеном (альтернативный) (рис. 5). У боль-

ных до лечения и на 3-е сутки после 1-го курса ХТ 
уровень пролиферации лимфоцитов в ответ на ак-
тивацию по классическому и альтернативному пути 
не отличался от такового у ПЗЛ. При этом до ле-
чения активация Т-Лф больных по классическому 
пути приводила одновременно и к усилению их ги-
бели, а по альтернативному — нет. Иную реакцию 
отмечают на 3-е сут после 1-го курса ХТ: восстанов-
ление интенсивности апоптоза Т-Лф при актива-
ции через CD3-TCR-рецепторный комплекс и сни-
жение при стимуляции митогеном. Последующий 
(2-й) курс ХТ у больных контрольной группы при-
водил к угнетению митоген-индуцированной про-
лиферации Т-Лф, но не влиял на способность отве-
чать пролиферацией на активацию через CD3-TCR-
рецепторный комплекс. При этом интенсивность 
апоптоза Т-Лф вне зависимости от способа индук-
ции in vitro снижалась. В качестве обсуждения важ-
но отметить, что, хотя некоторые авторы [6, 17] ука-
зывают на развитие анергии периферических Т-Лф 
в патогенезе МК, полученные нами данные свиде-
тельствуют об обратимом характере этих наруше-
ний, поскольку Т-Лф демонстрируют адекватный 
ответ in vitro при активации по классическому пути. 
Аналогичный вывод сделан на основании успеш-
ной активации и клонирования лимфоцитов боль-
ных МК в технологии адоптивной клеточной им-
мунотерапии [18].
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рис. 4. Динамика содержания (%) активированных лимфоцитов в периферической крови больных МК в процессе ле-
чения.
* Различия при сравнении с показателем у ПЗЛ статистически достоверны (р < 0,05)
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Включение ФП в схему лечения больных основ-
ной группы приводит к усилению (на 3-м этапе ис-
следования) пролиферации Т-Лф при их активации 
как по классическому, так и альтернативному пути 
(р < 0,05) с последующей нормализацией ее интен-
сивности после 2-го курса ХТ. При этом показатель 
апоптоза Т-Лф на 4-м этапе исследования сохраня-
ется на нормальном уровне, в отличие от больных 
контрольной группы. В связи с этим можно предпо-
ложить, что ФП в условиях лимфоцитопении, инду-
цированной ХТ, создает необходимые условия для 
гомеостатической пролиферации цитотоксических 
Т-Лф (CD8+) [19], увеличение количества которых 
в циркуляции отмечают в процессе ХИТ у пациен-
тов основной группы (см. рис. 2).

С другой стороны, положительная динамика 
содержания и функциональной активности кле-
ток адаптивного иммунитета (Т-Лф), регистриру-
емая в процессе лечения больных с использовани-
ем иммунотерапии, не коррелирует с активностью 
эффекторов системы врожденного иммунитета 
(см. рис. 5). Как свидетельствуют данные, пода-
вленная цитотоксическая активность in vitro ЕК 
против стандартных клеток-мишеней, регистриру-
емая у больных до ХТ, остается низкой в течение 
всего периода наблюдения (р < 0,05). В этих усло-
виях применение ФП не сопровождается восста-
новлением цитотоксичности ЕК у больных гене-
рализованной формой МК. Возвращаясь к данным 
популяционного состава ЛПК, следует обратить 
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рис. 5. Динамика функциональной активности ЛПК у больных МК в процессе лечения.
* Различия при сравнении с показателем у ПЗЛ статистически достоверны (р < 0,05)
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внимание на то, что у больных контрольной груп-
пы отмечена положительная динамика численно-
сти ЕК в процессе лечения, однако этот факт не по-
влиял на их цитотоксическую активность in vitro.

ВЫВОДЫ
1. Для больных генерализованной формой МК 

характерна дисфункция иммунной системы, кото-
рая усугубляется в процессе ХТ. Клинико-лабора-
торными критериями диагностики этих нарушений 
являются: развитие лимфоцитопении с признаками 
Т-клеточного иммунодефицита (за счет снижения 
содержания цитотоксических Т-Лф), существенное 
увеличение доли Трег и активированных лимфоци-
тов в циркуляции, а также угнетение митоген-инду-
цированной пролиферации и цитотоксической ак-
тивности лимфоцитов in vitro.

2. В этих условиях ФП, действуя исключитель-
но на Т-клеточные механизмы иммунного гомео-
стаза, препятствует развитию глубоких нарушений 
в иммунной системе больных в процессе ХТ. Важ-
ным результатом комбинированной ХИТ являет-
ся восстановление численности ЛПК (в том чис-
ле субпопуляции цитотоксических Т-Лф), умень-
шение в циркуляции количества Трег и сохранение 
функциональной активности Т-клеточной популя-
ции, что может повлиять на эффективность основ-
ного лечения данной категории больных. Дальней-
шие наблюдения позволят подтвердить или опро-
вергнуть это предположение.
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СORRECTION Of IMMUNE DISORDERS 
IN ThE COURSE Of ChEMOThERAPy 
AT GENERALIZED fORM  
SKIN MELANOMA PATIENTS

F.V. Fil’chakov, S.I. Korovin, A.D. Lon, 
E.S. Shumilina, S.N. Kukushkіna, 
M.N. Kukushkina, V.V. Ostafiychuk

Summary. The objective of this research is to studying 
influence of immunotherapy by transfer factor prepa-
ration on state of immune system at genera lized form 
skin melanoma patients (20 patients) during stan-
dard chemotherapy. Object and Methods: in research 
the patients of control group (10 patients) had been 
spent standard monochemotherapy by dacarbazine, 
the patients of the basic group (10 patients) in ad-
dition to this treatment appointed a preparation of 
the transfer factor. Immunological research of patients 
in dynamics of treatment included determination of 
po pulation/subpopulation structure and lymphocyte 
activity in peripheral blood. As comparison the group 
of 60 healthy people was investigated. Results: it is 
revealed that dysfunction of immune system which is 
aggravated during chemotherapy is typical for gene-
ralized form skin melanoma patients. Lymphocyto-
penia behavior with T-cellular immunodeficiency (at 
the expense of decrease of cytotoxic T-lymphocytes), 
essential increase of a regulatory T-lymphocytes and 
activated lymphocytes share in circulation, suppres-
sion mitogen-induced proliferation and cytotoxic ac-
tivity lymphocytes in vitro are the  cliniko-laboratory 
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criteria of diagnostics of these disorders. Rehabilita-
tion peripheral blood lymphocyte quantity including 
subpopulation of cytotoxic T-lymphocyte, decrease in 
quantity of regulatory T-lymphocytes and preser vation 
of functional activity of T-cellular popu lation is the re-
sult of combined chemoimmunotherapy that can af-
fect efficiency of the basic treatment of this cate gory of 
the patients. Conclusion: in these conditions the transfer 
factor, operating exclusively on  T-cellular mecha nisms 
of an immune homeostasis, interrupt the develop ment 
of deep infringements in immune system of patients in 
the course of chemotherapy.

Key words: generalized form skin melanoma 
patients, dysfunction of immune system, 
chemoimmunotherapy, transfer factor, 
immunological monitoring.
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