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РОЛЬ Treg-КЛЕТОК В АДЕНОЗИН-ОПОСРЕДОВАННОЙ 
ИММУННОЙ СУПРЕССИИ ПРИ КОЛОРЕКТАЛЬНОМ РАКЕ
Жулай Г.А.1, Олейник Е.К.1, Чуров А.В.1, Романов А.А.2,  
Кравченко (Семакова) П.Н.1, Олейник В.М.1
1 ФГБУН «Институт биологии Карельского научного центра» РАН, г. Петрозаводск, Россия  
2 ГБУЗ «Республиканский онкологический диспансер», г. Петрозаводск, Россия

Резюме. В настоящее время активно исследуется иммуносупрессорная роль внеклеточного аде-
нозина при канцерогенезе. Колоректальный рак является одним из наиболее распространенных ти-
пов злокачественных новообразований в России и в мире, однако роль участников (CD39, CD73, 
A2AR) аденозин-опосредованной иммуносупрессии у больных колоректальным раком пока не ясна. 
В работе исследовали уровень мРНК генов A2AR, эктонуклеотидаз СD39 и CD73 (гидролизующих 
АТФ до аденозина) в лейкоцитах больных колоректальным раком. Показано, что у больных содер-
жание мРНК CD39 увеличивается в процессе развития заболевания, тогда как для CD73 значитель-
ных различий по сравнению со здоровыми донорами не было. У больных с поздними стадиями ко-
лоректального рака отмечено повышение экспрессии мРНК A2AR, что может свидетельствовать 
об активации аденозин-A2AR иммуносупрессорного механизма. Кроме того, при развитии колорек-
тального рака усиливается экспрессия молекулы CD39 на Т-клетках. Наиболее значительное изме-
нение экспрессии CD39 как на Т-хелперах, так и на Treg-клетках отмечено на поздних стадиях коло-
ректального рака. Также обнаружена прямая корреляция между экспрессией эктонуклеотидазы CD39 
на CD4+CD25+CD127lo/-Treg-клетках и изменением уровня мРНК A2AR лейкоцитов онкологических 
больных.
Ключевые слова: Treg-клетки, эктонуклеотидаза CD39, A2AR, колоректальный рак
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Abstract. At the present time, immunosuppressive role of extracellular adenosine in carcinogenesis is 
actively investigated. Colorectal cancer is one of the most common types of malignant neoplasms in Russia 
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Введение
Колоректальный рак (КРР) является одним 

из наиболее распространенных типов злокаче-
ственных новообразований в России и в мире [2]. 
Известно, что при КРР особую важность состав-
ляет инфильтрация опухоли клетками иммунной 
системы [8]. Однако в процессе развития опухо-
левые клетки, используя различные механизмы, 
могут вызывать супрессию противоопухолевого 
иммунного ответа. Относительно недавно была 
показана важная роль внеклеточного аденозина 
при канцерогенезе [9]. Аденозин может усиливать 
неоангиогенез, стимулируя пролиферацию эндо-
телиальных клеток и экспрессию фактора роста 
эндотелия сосудов. Кроме того, он обладает им-
муносупрессорным действием. Накопление аде-
нозина приводит к ингибированию эффекторных 
функций Т-клеток, включая пролиферацию, экс-
пансию и секрецию важных противоопухолевых 
цитокинов, таких как IFNγ и TNFα [9]. Образо-
вание внеклеточного аденозина происходит пу-
тем гидролиза нуклеотидов АТФ и АДФ до АМФ 
эктонуклеозид трифосфат дифосфогидролазой-1 
(ENTPD1, CD39), и далее до самого нуклеози-
да экто-5’-нуклеотидазой (NТ5E, СD73). CD39 
и CD73 экспрессируются многими лейкоцитами, 
а именно Т- и В-лимфоцитами, нейтрофилами, 
натуральными киллерами, моноцитами и макро-
фагами [3]. Противовоспалительное действие 
внеклеточного аденозина на Т-клетки реализует-
ся при активации аденозинового рецептора А2А 
(A2AR), что в свою очередь вызывает накопле-
ние в клетке иммуносупрессорного цАМФ [4, 9]. 
В связи с этим блокирование сигнального пути 
внеклеточный аденозин-A2AR в настоящее вре-

мя рассматривается в качестве терапевтического 
подхода для усиления эффективности опухоль-
специфических CD8+ и CD4+Т-клеток [4]. 

Среди лимфоцитов есть популяция регуля-
торных Т-клеток (Treg), в культуре которых было 
продемонстрировано непосредственное нако-
пление аденозина [6]. Показано, что у человека 
Treg-клетки экспрессируют только CD39, в отли-
чие от мышиных, способных экспрессировать обе 
эктонуклеотидазы CD39 и CD73. Treg-клетки от-
личаются экспрессией транскрипционного фак-
тора FoxP3, высокой конститутивной экспрес-
сией α-цепи рецептора к IL-2 (CD25), а также 
низкой экспрессией молекулы CD127 (IL- 7Rα). 
Эти лимфоциты присутствуют в большом коли-
честве в опухолевой ткани и крови онкологи-
ческих больных и препятствуют эффективному 
противоопухолевому иммунному ответу благода-
ря широкому набору ингибиторных механизмов, 
к одному из которых относят участие в генерации 
внеклеточного аденозина.

В настоящее время участники аденозин-опос-
редованной иммуносупрессии (CD39, CD73, 
A2AR) изучаются на различных моделях опухо-
лей, однако их роль у больных КРР пока не ясна. 
Целью исследования было изучение влияния 
развития КРР на изменение уровня экспрессии 
лейкоцитами мРНК генов CD39, CD73, A2AR 
и на экспрессию эктонуклеотидазы CD39 Treg-
клетками.

Материалы и методы
В работе исследовано 42 образца перифе-

рической крови больных КРР, средний возраст 
которых составил 65,0±12,4 лет и 30 образцов 
крови здоровых доноров (контроль) в возрасте 
54,4±20,6 лет. Экспрессию мРНК CD39, CD73, 
A2AR определяли методом ПЦР в реальном вре-
мени. Выделение и очистку нуклеиновых кис-

and worldwide, but the role of mediators of adenosine-dependent immunosuppression, such as CD39 (that 
hydrolyze ATP to adenosine), CD73, A2AR, is not yet clear in patients with colorectal cancer. The levels of 
specific mRNAs for A2AR, ectonucleotidase CD39, and CD73 genes were assayed in white blood cells of 
the patients with colorectal cancer. The results have shown that the CD39 mRNA content is increased in the 
patients with colorectal cancer in the course of the disease progression. Meanwhile, no significant difference 
for CD73 gene expression was found between the patients and healthy donors. Moreover, an increase in A2AR 
mRNA expression was noted for the patients with advanced colorectal cancer, thus presuming potential 
activation of adenosine-A2AR-mediated immunosuppressive mechanism. Furthermore, the CD39 expression 
on T cells was elevated in parallel to the cancer progression. The most significant changes in CD39 expression 
were observed for both T helper and Treg cell populations at the late stages of colorectal cancer. Similarly, a 
direct correlation was revealed between CD39 expression on CD4+CD25+CD127lo/-Treg cells, and changes of 
A2AR mRNA levels in leukocytes from the cancer patients.

Keywords: Treg cells, CD39 ectonucleotidase, A2AR, colorectal cancer
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лот проводили с помощью набора «AxyPrep 
Blood Total RNA Miniprep Kit» (Axygen, США). 
Для синтеза кДНК использовали случайные гек-
сапраймеры и MMLV-обратную транскриптазу 
(ООО «Силекс», Россия). Амплификацию кДНК, 
а также анализ продуктов амплификации в режи-
ме реального времени выполняли с использова-
нием реакционной смеси с интеркалирующим 
красителем SYBR Green I (ЗАО «Евроген», Рос-
сия) на приборе iCycler Thermal Cycler (Bio-Rad, 
США). Экспрессию молекул клетками оцени-
вали методом многоцветной проточной цито-
метрии на приборе Cytomics FC500 (Beckman 
Coulter, США) с использованием моноклональ-
ных антител CD4-FITC, CD25-PC5, CD127-PC7 
(Beckman Coulter, Франция), CD39-PE (R&D 
Systems, США), FoxP3-PE (eBioscience, США) 
и соответствующих изотипических контролей. 
Статистическая обработка данных проводилась 
с использованием пакета программ Statistica 6.0, 
достоверность различий между группами рассчи-
тывали по критерию Манна–Уитни при уровне 
значимости р < 0,05. Для выявления и оценки 
характера связи между признаками использовали 
коэффициент ранговой корреляции Спирмена. 
Данные представлены в виде М±SD. Исследо-

вание выполнено с использованием приборной 
базы Центра коллективного пользования науч-
ным оборудованием ИБ КарНЦ РАН (ЦКП НО 
ИБ КарНЦ РАН).

Результаты и обсуждение
Обследованные больные КРР были разделе-

ны на две группы: ранние стадии заболевания – 
больные на I-II стадиях развития КРР и поздние 
стадии заболевания – больные на III-IV стадиях. 
Определение уровня генов эктонуклеотидаз CD39 
и CD73 в периферических лейкоцитах больных 
КРР показало, что наиболее значительные изме-
нения происходят в экспрессии CD39, причем со-
держание мРНК CD39 увеличивается в процессе 
развития заболевания (рис. 1). Для CD73 досто-
верных различий с контролем не наблюдалось.

У больных с поздними стадиями КРР отмече-
но также значительное повышение экспрессии 
мРНК A2AR (рис. 1), что, вероятно, свидетель-
ствует об активации аденозин-A2AR иммуносу-
прессорного сигнального пути. 

Для оценки роли Treg-клеток в этом ме-
ханизме исследовали экспрессию молекулы 
CD39 CD4+CD25hi и CD4+CD25+CD127lo/-Treg-

Рисунок 1. Относительный уровень мРНК CD39, CD73 и A2AR в лейкоцитах периферической крови больных 
на разных стадиях КРР, нормализованный по мРНК GAPDH 
Примечание. * – различия достоверны по сравнению с контролем, данные представлены как M±SE.
Figure 1. Relative mRNA levels of CD39, CD73 and A2AR in peripheral blood leukocytes of patients at different stages of CRC 
normalized for GAPDH mRNA
Note. * – difference from the controls is statistically significant; the data are presented as M±SE.
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клетками. Оказалось, что Treg-клетки экспресси-
руют эту эктонуклеотидазу сильнее, чем клетки 
с фенотипом, не характерным для регуляторных 
лимфоцитов CD4+CD25- и CD4+CD25+ (рис. 2, 
табл. 1). Так, у здоровых доноров для клеток 
с фенотипом CD4+CD25- уровень экспрессии 
CD39 составил 5,58±3,9% от CD4+T-клеток, 
что значительно отличается от уровня экс-
прессии этой молекулы CD4+CD25hi (p < 0,001) 
и CD4+CD25+CD127lo/-Treg-клетками (p < 0,001; 
табл. 1). В литературе отмечается, что экспрес-
сия CD39 может увеличиваться после активации 
Т-лимфоцитов [3], но этот уровень экспрессии 
все равно был выше для Treg-клеток по сравне-
нию с активированными CD4+CD25+T-клетками 
(p < 0,001; табл. 1). У больных лиц наблюдалась 
такая же закономерность. 

Имеются сведения [10], что молекулу CD39 
могут секретировать как FoxP3+, так и FoxP3- 

CD4+Т-клетки. Но только FoxP3+CD39+Treg-
клетки могут подавлять иммунный ответ, в то 
время как FoxP3-CD39+T-клетки схожи по харак-
теристикам с клетками памяти и не проявляют 
супрессии [10]. В наших опытах, как у здоровых, 
так и у больных CD4+CD25+T-клетки слабо экс-
прессировали транскрипционный фактор FoxP3. 
Так, у больных КРР уровень экспрессии FoxP3 
для CD4+CD25+ клеток составил 15,20±8,5%, 
тогда как у CD4+CD25hiTreg-клеток уровень экс-
прессии FoxP3 был 67,49±14,7% (p < 0,001). Кро-
ме того, нами обнаружена положительная корре-
ляция между экспрессией СD39 и экспрессией 
транскрипционного фактора FoxP3 на СD4+Т-
клетках: у больных КРР коэффициент корреля-
ции был равен 0,47 при p = 0,006. Эти результаты, 
а также данные других авторов [6, 7] свидетель-
ствуют о том, что экспрессия CD39 в большей 

Рисунок 2. Распределение экспрессии CD39 в зависимости от экспрессии CD25 на поверхности CD4+T-клеток 
у больного КРР 
Примечание. Справа под горизонтальной линией отмечены клетки, экспрессирующие CD39, слева находятся клетки, 
негативные по экспрессии CD39.
Figure 2. Distribution of CD39 expression for CD4+CD25-, CD4+CD25+ and CD4+CD25hi Т cells in CRC patients
Note. CD39-expressing cells are noted below the horizontal line (right), whereas CD39neg cells are located on the left.

ТАБЛИЦА 1. ЭКСПРЕССИЯ МОЛЕКУЛЫ CD39 CD4+T-КЛЕТКАМИ ЗДОРОВЫХ ДОНОРОВ И БОЛЬНЫХ КРР 
TABLE 1. CD39 EXPRESSION BY CD4+T CELLS IN HEALTHY DONORS AND CRC PATIENTS, M±SD

CD39/CD4+CD25+ CD39/CD4+CD25hi CD39/CD4+CD25+CD127lo/-

Контроль, n = 30
Healthy donors (controls) 9,66±0,8% 39,66±2,5% 41,16±3,1%

больные КРР I-II стадии, 
n = 20
Patients with I-II stage CRC 

13,17±1,9% 53,97±4,0%* 55,24±4,2%*

больные КРР III-IV стадии, 
n = 22
Patients with III-IV stage CRC

16,15±1,7%* 66,04±3,5%*# 67,95±3,1%*#

Примечание. * – различия достоверны по сравнению с контролем; # – различия достоверны по сравнению 
с группой больных на I-II стадиях развития КРР.
Note. * – difference from the control is statistically significant; # – difference from the group with I-II stage CRC is statistically 
significant.
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степени характерна для Treg-клеток по сравне-
нию с другими популяциями Т-лимфоцитов. 

Содержание CD4+T-клеток, экспрессиру-
ющих эктонуклеотидазу CD39, в крови обсле-
дованных лиц сильно колеблется. Так, у здоро-
вых доноров количество этих клеток составляло 
в среднем 7,29±3,5% от CD4+T-клеток и варьи-
ровало от 1,46 до 13,61%, а у больных КРР – 
10,7±4,9% (от 2,16 до 21,53%); различия между 
этими группами были достоверны (p < 0,05). При 
анализе количества CD4+CD39+T-клеток у боль-
ных КРР в зависимости от развития заболевания 
обнаружилось, что накопление этих клеток про-
исходит на более поздних стадиях КРР (группа 
больных с III-IV стадиями) по сравнению кон-
тролем (p < 0,01).

Усиление уровня экспрессии молекулы CD39 
наблюдали у CD4+CD25hi и CD4+CD25+CD127lo/-

Treg-клеток больных КРР (табл. 1). Экспрессия 
эктонуклеотидазы Treg-клетками увеличивается 
уже на начальных стадиях развития опухоли и до-
стигает максимальных значений у больных с III-
IV стадиями КРР.

Кроме того, отмечена повышенная экс-
прессия молекулы CD39 активированными 
CD4+CD25+T-хелперами у больных с III-IV ста-
диями развития опухоли (табл. 1) по сравнению 
с контролем (p < 0,05). Таким образом, накопле-
ние CD4+CD39+T-клеток у больных на поздних 
стадиях КРР происходит не только за счет экс-
прессии этой эктонуклеотидазы Treg-клетками, 
но и активированными Т-хелперами.

Мы оценили роль Treg-клеток в активации 
аденозин-опосредованной супрессии иммунного 

ответа у больных КРР. Для этого была проанали-
зирована связь экспрессии CD39 этой популяци-
ей клеток с изменением относительного содержа-
ния мРНК клеточного рецептора A2A. Оказалось, 
что существует положительная корреляция 
между уровнем экспрессии этого гена и уров-
нем экспрессией молекулы CD39 на CD4+CD25hi 
и CD4+CD25+CD127lo/-Treg-клетках. Так, 
для CD4+CD25+CD127lo/-Treg-клеток r был 0,45 
(p = 0,039). В то же время существенной корре-
ляции экспрессии CD39 на CD4+CD25+ активи-
рованных Т-клетках с содержанием мРНК A2AR 
не обнаружено. 

Таким образом, согласно полученным данным 
по изучению уровня мРНК СD39 и экспрессии 
этой нуклеотидазы CD4+T-клетками, перифе-
рические лимфоциты больных КРР активно уча-
ствуют в расщеплении АТФ до АМФ и тем самым 
способствуют генерации аденозина и активации 
аденозин-опосредованной супрессии. Можно 
предположить, что ослабление клеточного им-
мунитета у больных КРР [1] связано с этим меха-
низмом развития иммунной супрессии. Положи-
тельная корреляция между уровнем экспрессии 
CD39 CD4+CD25+CD127lo/-Treg-клетками и из-
менением относительного содержания мРНК ре-
цептора А2А в лейкоцитах, возможно, свидетель-
ствует о значительном вкладе Treg в активацию 
аденозин-A2AR супрессии. Изменения в содер-
жании мРНК А2АR могут представлять интерес 
как один из важных критериев оценки уровня 
иммунной супрессии при КРР. 
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