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Резюме. Изучено влияние препаратов цитокинов интерлейкина�2 (Ронколейкин) и интерферона α 2b
(Интрон А) на субпопуляционный состав лимфоцитов периферической крови у детей с распространенными
формами злокачественных опухолей на этапах интенсивной химиотерапии с сеансами общей гипертермии.
Показано, что применение Интрона А на фоне термохимиотерапии способствует восстановлению абсолют�
ного числа лимфоцитов периферической крови без существенного влияния на их субпопуляционный со�
став. Применение Ронколейкина сопровождалось более выраженной лимфопенией и повышением содержа�
ния активированных (CD25+, HLA�DR+) T клеток по сравнению с использованием Интрона А. У больных,
принимавших Ронколейкин или Интрон А, отмечено разнонаправленное изменение соотношения CD4+/
CD8+ Т клеток в сторону увеличения числа CD4+ Т клеток под действием Ронколейкина. Сделан вывод о
разных механизмах иммуномодулирующего действия препаратов интерлейкина 2 и интерферона α 2b у он�
кологических больных, получающих комплексную химиобиотерапию с общей гипертермией.
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INTERLEUKIN12 – AND INTERFERON1ALPHA1 INDUCED CHANGES OF PERIPHERAL
BLOOD LYMPHOCYTE SUBPOPULATIONS IN CHILDREN WITH ADVANCED MALIGNANCIES,
TREATED WITH CHEMOTHERAPY AND WHOLE BODY HYPERTHERMIA
Abstract. The effect of cytokine preparations (Interleukin�2/IL�2/Proleukin and interferon�alpha/IFN�α

2b/ Intron A) on immune cell subpopulations has been studied in the children suffering with advanced malignan�
cies during intensive chemotherapy cycles combined
with whole body hyperthermia (thermochemotherapy).
It was shown that IFN�α 2b promotes recovery of pe�
ripheral lymphocyte counts in the patients. However,
no sufficient changes were observed for the lymphocyte
subpopulations.  Furthermore, more profound lym�
phopenia along with increased contents of activated
(CD25+, HLA�DR+)  T cells occurs in a group of chil�
dren treated with IL�2, as compared to the patients who

Краткие сообщения

Адрес для переписки:
Исмаил�заде Рейман Садыкович,
Пос. Лесной, Минский район,
223040, Беларусь
Тел. (375) 17�202�48�17,
факс (375) 17�202�42�22.
E�mail: reiman1955@mail.ru



562

Медицинская ИммунологияИсмаил�заде Р.С., Белевцев М.В. и др.

received IFN�α 2b. Besides that, some differential effects upon the CD4+/CD8+ T�cell ratios were observed in the
patients treated with Proleukin or Intron A, with a tendency to increase in CD4+ T�cells for the patients treated
with IL�2.  It was concluded that differential immunomodulatory mechanisms mediate the effects of IL�2 and
IFN�α 2b in the patients with malignancies undergoing combined chemobiotherapy with whole�body hyperther�
mia. (Med. Immunol., 2006, vol.8, № 4, pp 561�566)

В клинической онкологии продолжается интен�
сивный поиск новых терапевтических подходов для
повышения эффективности лечения больных с да�
леко зашедшими и рецидивными формами злокаче�
ственных опухолей. Большие надежды возлагают�
ся в этом плане на применение биотерапии, в том
числе гипертермии [4, 5, 7, 8]. Влияние гипертер�
мии на трансмембранный перенос и метаболизм
может привести к преодолению лекарственной ус�
тойчивости и повышению иммуногенности опухо�
ли [6]. Несмотря на многочисленные исследования
по использованию общей гипертермии (ОГ), меха�
низмы иммуномодулирующего эффекта ОГ пока
остаются недостаточно изученными и предполага�
ют как прямое воздействие на иммунокомпетентные
клетки, так и на их взаимодействие с опухолевой
тканью [3, 12].

Иммунологические сдвиги при ОГ зависят от
температурного режима и продолжительности ги�
пертермии. После «теплового удара» у больных на�
блюдается достоверное снижение CD4+ T�лимфоци�
тов и ЕК клеток [16]. Непродолжительная (75�110
мин) и умеренная (+39,5°С) ОГ у людей не изменя�
ет абсолютное количество периферических лимфо�
цитов после нагревания, но значительно уменьшает
их относительное количество за счет увеличения
нейтрофилеза [2]. По данным одних авторов, после
ОГ у больных отмечено снижение CD4+ T�лимфо�
цитов и повышение ЕК клеток [9, 14, 15]. По дру�
гим данным � снижение ЕК клеток [9]. В работе Ata�
nackovic подтверждено повышение количества ЕК
клеток и достоверный рост периферических цито�
токсических T�клеток после ОГ, при этом достовер�
ное изменение CD4 T�лимфоцитов не было отмече�
но [10]. В нашей предыдущей работе отмечены рез�
кое снижение всех основных субпопуляций лимфо�
цитов, тенденция к восстановлению баланса CD4+/
CD8+ Т клеток, повышение экспрессии рецепторов
к интерлейкину�2 (IL�2), увеличение доли лимфо�
цитов, находящихся в ранней стадии апоптоза пос�
ле лечения, включающего сеансы ОГ, химиотерапию
и биотерапию с использованием IL�2 [1]. Согласно
данным Dieing A. et. al., ОГ в режиме +41,8°С вызы�
вает апоптотическую гибель субпопуляций лимфо�
цитов [12]. После ОГ в эксперименте на собаках
(42,3°С) на 8 день снижался уровень CD8+ и CD5+

T�лимфоцитов. Уровень CD5+ B�лимфоцитов
уменьшался в меньшей степени, а CD4+ Т�клеток �
не изменялся. При этом данных за развитие услов�
но�патогенной инфекции не было [19]. В экспери�
менте на собаках после ОГ (42,3°С, 90 мин) отмеча�
лась лимфопения. При этом CD5+ T�лимфоциты

были более чувствительны к ОГ, чем sIg+ B клетки.
В пределах популяции T�клеток CD8+ клетки
были более чувствительны к гипертермии, чем
CD4+клетки [20]. Есть предположение, что увели�
чение уровней CD8+ лимфоцитов и ЕK�клеток за�
висит от увеличения синтеза соматотропина при ОГ
[11]. Введение соматостатина во время ОГ снижало
выраженность нейтрофилеза. При этом не наблю�
далось изменения числа ЕK, CD3+ клеток в перифе�
рической крови [17]. ОГ значительно влияет также
на параметры гуморального иммунитета. После ОГ
(+41,8°С) достоверно возрастали уровни G�CSF, IL�
1β, IL�6, IL�8, IL�10 и TNF в сыворотке крови. Со�
держание С� реактивного белка, GM�CSF, интерфе�
рона�гамма, IL�1α, IL�2, IL�4, IL�7, IL�11, IL�12, M�
CSF, MIP�1α существенно не изменилось [22].
Уменьшение миелосупрессии при проведении хи�
миотерапии после гипертермии объясняют увели�
чением концентрации IL�1β, IL�6, и TNFα в пери�
ферической крови, вызывающих индукцию IL�3 и
GM�CSF в костном мозге [18]. Определено также,
что ОГ (+41,8°С, 60 минут) стимулирует нараста�
ние уровней в сыворотке растворимых рецепторов
фактора некроза опухоли (sTNF�RI и sTNF�RII)
[21].

Биологические механизмы воздействия ОГ с хи�
миотерапией на иммунную систему а также роль
дополнительного применения цитокинов изучено
мало.

 Целью настоящей работы явилось изучение вли�
яния на иммунную систему онкологических боль�
ных сеансов общей гипертермии с химиотерапией
и дополнительного введения цитокинов интерлей�
кина�2 или интерферона�альфа.

Материалы и методы
Пациенты

 Многокомпонентное лечение с использованием
ОГ проводилось у 28 детей с далеко зашедшими зло�
качественными опухолями (III�IV стадии), посту�
пивших для обследования и лечения в Республикан�
ский научно�практический центр детской онколо�
гии и гематологии Министерства здравоохранения
Республики Беларусь (директор – профессор
О.В.Алейникова) в период с января 2000 по декабрь
2004 года. Средний возраст детей составил 12 лет
(6�17 лет). У 11 детей была диагностирована сарко�
ма мягких тканей, у 4 � остеогенная саркома, у 3 �
гепатобластома, у 3 � рецидивные формы опухоли
Вильмса, у 2 � почечно�клеточный рак и у 5 боль�
ных � другие злокачественные опухоли.
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Схема терапии
Все сеансы ОГ осуществлялись на установках

“Яхта�5”( г.Фрязино, Россия) и “Птичь“(Беларусь)
с генератором, работающим с частотой 13,56 Мгц ,
под общим комбинированным эндотрахеальным за�
кисно�кислородным наркозом в сочетании с нейро�
лептаналгезией. Интервалы между циклами лечения
составили 3�4 недели. Для усиления противоопухо�
левого эффекта термохимиотерапии больным вво�
дили 40% раствор глюкозы в дозе 3,25 мл/кг в тече�
ние первых 30 минут, затем 2,5 мл/кг/ч. Уровень ги�
пергликемии во время сеанса составлял 20�
25 ммоль/л.

 Во время сеансов ОГ проводили химиотерапию
в зависимости от типа злокачественной опухоли и
ранее проведенной полихимиотерапии. При этом
использовали: доксорубицин (40�50 мг/м2) , карбо�
платин (400 мг/м2) , винкристин (1,5 мг/м2) + цик�
лофосфан (500�1000 мг/м2), дактиномицин (0,5�
1,0 мг/м2), этопозид (100�150 мг/м2), мелфалан (15�
25 мг/м2) ифосфамид (3гр/м2). Термоэкспозицион�
ный режим составил 41,8�43°С, 140�180 мин.

 У 10 больных дополнительно к сеансам ОГ и
химиотерапии проводилась цитокинотерапия ре�
комбинантным IL�2 человека (Ронколейкин, “Био�
тех”, С.Петербург). Ронколейкин вводился в дозе
0,5�1,0 х 106 ЕД/м2 в виде 4�часовой инфузии к кон�

цу сеанса ОГ и в последующие дни (всего 3 инфу�
зии).

 У 8 больных цитокинотерапия к сеансам термо�
химиотерапии проводилась с использованием ре�
комбинантного интерферона�α2b (Интрон�А ) по 3
млн ед/м2, п/к, 3 дня до сеанса ОГ, перед сеансом и
3 дня после нее (в течение 7 дней). Каждому боль�
ному было проведено от 2 до 4 курсов лечения с ис�
пользованием ОГ и химиотерапии.

Иммунофенотипическое исследование лимфоцитов
периферической крови онкологических больных

 Периферическую кровь больных для исследова�
ния брали накануне и спустя 1�2 сутки после сеанса
термохимиоцитокинотерапии. Для характеристики
состояния лимфоцитов изучали их субпопуляцион�
ный состав. Контрольную группу составили 46 здо�
ровых детей аналогичного возраста.

Иммунофенотипическую характеристику лим�
фоцитов периферической крови проводили с цель�
ной кровью. Для идентификации субпопуляций
лимфоцитов использовали метод прямой иммуно�
флюоресценции с использованием панели монокло�
нальных антител фирмы Becton Dickinson (США).
Определение процентного содержания CD3+ Т�,
CD191 В�клеток, (CD16+CD56+CD31) естественных

Рис.1. Сравнительная характеристика изменения абсолютного содержания Т4лимфоцитов, В4лимфоцитов и естественных кил4
леров на этапах общей гипертермии на фоне химиотерапии в группах детей с солидными опухолями, использующих Ронко4
лейкин и Интрон А. * p<0,05.
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киллеров, CD4+ и CD8+ субпопуляций Т�лимфоци�
тов, активированных CD3+HLA�DR+ Т�лимфоци�
тов, а также CD4+ Т�клеток�хелперов, экспрессиру�
ющих рецепторы к IL�2 (СD25+). Для маркеров
CD25 и CD95 регистрировали также показатель
средней интенсивности флуоресценции (СИФ), от�
ражающий плотность экспрессии молекул на кле�
точной мембране. Определение проводили методом
проточной цитофлуориметрии на аппарате FACS�
can, (фирмы Becton Dickinson) [13].

Данные, полученные в ходе исследований, обра�
батывали в программе Excel с определением сред�
них значений и ошибки средней. Сравнение вари�
ационных рядов проводили с применением програм�
мы Statistica 6.0. Использовали следующие крите�
рии оценки достоверности различий: Mann Whitney
U test, Wilcoxon matched pairs test, t�test.

Результаты и обсуждение
Для сравнительной оценки иммуномодулирую�

щего действия Ронколейкина и Интрона А на этапах
ОГ с применением полихимиотерапии исследовали
ряд показателей клеточного иммунитета до и после
сеансов ОГ в трех группах онкологических больных:
принимавших Ронколейкин (n=10) или Интрон А
(n=8). Контрольную группу составляли больные с
высоко злокачественными солидными опухолями,
иммунологическое обследование которых проводи�
ли до и после сеансов ОГ без введения в схемы лече�
ния Ронколейкина и Интрона (10 больных).

Результаты, характеризующие динамику иссле�
дованных иммунологических показателей разных
групп больных, представлены на рис.1. При рассмот�
рении изменения абсолютного содержания лимфо�
цитов видно выраженное иммуносупрессивное дей�
ствие проводимой ОГ на каждом из этапов лечения
в комбинации с химиотерапией независимо от до�
полнительного введения цитокинов. В интервалах
между циклами наблюдалась тенденция к восста�
новлению абсолютного содержания лимфоцитов.
Тем не менее, проведение каждого следующего се�
анса ОГ снова оказывало супрессивное действие.
Во всех трех исследуемых группах содержание В�
лимфоцитов независимо от сопутствующего назна�
чения цитокинов резко падало до минимальных зна�
чений и сохранялось на уровне почти нулевых по�
казателей до конца всех циклов лечения. Отмечает�
ся также общая тенденция к циклическому сниже�
нию содержания ЕК в периферической крови иссле�
дуемых групп.

Рассматривая иммуномодулирующее действие
Ронколейкина на этапах ОГ в комбинации с химио�
терапией, можно отметить следующее. Иммуномо�
дулирующий эффект Ронколейкина проявляется, в
первую очередь более выраженной лимфопенией, а
также на уровне субпопуляционного состава лим�
фоцитов, причем степень различия возрастает к за�
вершающим циклам ОГ. При использовании Рон�
колейкина процент Т�лимфоцитов остается ста�
бильным в обеих группах больных, получавших ци�
токины. В то же время баланс субпопуляций CD4+/

Рис.2. Изменение субпопуляционного состава лимфоцитов на этапах общей гипертермии на фоне химиотерапии в группах
детей с солидными опухолями, использующих Ронколейкин и Интрон А.  * p<0,05.
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CD8+ Т�лимфоцитов различается в сторону увели�
чения числа CD4+ в группе, применяющей Ронко�
лейкина.

Отношение содержания (%) CD25+CD4+ Т�кле�
ток хелперов, экспрессирующих рецепторы к
IL�2, к содержанию (%) CD3+CD4+ Т�клеткам хел�
перам характеризуется одинаково устойчивой тен�
денцией к увеличению, особенно в группе больных,
получавших Ронколейкин. При этом модулирующее
действие Ронколейкина на экспрессию своих рецеп�
торов практически не проявляется в повышении
плотности (количества) маркера (значение СИФ)
на поверхности клеток. Полученные данные свиде�
тельствуют о том, что Ронколейкин, применяемый
в сочетании с ОГ и химиотерапией, обладает уме�
ренно выраженным иммуномодулирующим дей�
ствием, направленным преимущественно на поддер�
жание активированных CD4+ Т�клеток.

Оценку иммуномодулирующего эффекта Интро�
на А проводили на этапах ОГ в комбинации с хими�
отерапией по изменению показателей клеточного
иммунитета, применяя сравнительный анализ с ис�
следованными показателями в группе пациентов, в
которой применялась ОГ в комбинации с химиоте�
рапией без введения цитокинов (рис.2). Примене�
ние Интрона А способствует быстрейшему восста�
новлению (поддержанию) абсолютного числа лим�
фоцитов, в том числе Т�лимфоцитов на этапах при�
менения ОГ в комбинации с химиотерапией. При�
менение данного цитокина не вызывало значимых
изменений соотношения CD4/СD8 лимфоцитов,
хотя можно отметить небольшую тенденцию к уве�
личению числа CD8 клеток при применении Инт�
рона А. Выраженного иммуномоделирующего дей�
ствия на экспрессию маркеров активации (СD4+

CD25+ и CD3+HLA�DR) на лимфоцитах Интрон А
практически не оказывал. Полученные данные сви�
детельствуют о том, что Интрон А, применяемый в
сочетании с ОГ и химиотерапией, обладает выра�
женным «иммуномосохранным» действием по отно�
шению ко всем лимфоидным клеткам и практичес�
ки не влияет на их субпопуляционный состав.

Сопоставляя результаты иммунологических ис�
следований, проведенных в группах онкологических
больных с применением Ронколейкина и Интрона
А (рис.2), можно отметить, что применение Интро�
на А способствует быстрейшему восстановлению
абсолютного числа лимфоцитов, но никак не влия�
ет на их субпопуляционный состав. В свою очередь,
в группе с Ронколейкином по сравнению с группой,
в которой применялся Интрон А, достоверно более
выражена степень снижения содержания лимфоци�
тов периферической крови, В�лимфоцитов в дина�
мике лечения. Кроме этого, в сравниваемых груп�
пах отмечается разнонаправленное изменение соот�
ношения CD4+/CD8+ в сторону увеличения числа
CD4+ клеток в группе больных, применяющих Рон�

колейкин. Изменение экспрессии активационных
маркеров СD25+ и HLA�DR на Т�лимфоцитах бо�
лее выражено при введении в протокол лечения Рон�
колейкина.

По нашему представлению, такие изменения яв�
ляются следствием суммарного действия как самой
процедуры ОГ, так и цитостатических препаратов,
чувствительность клеток к которым повышается под
воздействием экстремальной температуры.
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